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Uvod: Skeletne mišice so pomembno tarčno tkivo pri zdravljenju sladkorne bolezni tipa 2, saj 
predstavljajo glavno mesto z inzulinom stimuliranega privzema glukoze v postprandialnem 
stanju. Pri preučevanju delovanja signalnih poti, ki vplivajo na inzulinsko rezistenco, lahko 
izhajamo iz salicilne kisline. Njeni derivati imajo poleg protivnetnih učinkov, ugodne učinke na 
delovanje inzulina in presnovo glukoze, tudi zaradi aktivacije z AMP-aktivirane protein kinaze. 
Namen: Sulfasalazin je predzdravilo iz 5-aminosalicilne kisline in sulfapiridina. Klinični 
primeri in živalski modeli so nakazali, da bi lahko vplival na koncentracijo glukoze ter zaviral 
nastanek zapletov sladkorne bolezni. Ker njegov mehanizem na molekularni ravni pri diabetesu 
ni raziskan, smo želeli ugotoviti, ali učinkuje na inzulinsko signalno pot prek kinaze Akt.  
Hipoteze: 1) Sulfasalazin poveča bazalno in z inzulinom ali rastnim dejavnikom iz trombocitov 
(PDGF) spodbujeno fosforilacijo kinaze Akt. 2) Sulfasalazin poveča bazalno in z inzulinom ali 
s PDGF spodbujeno fosforilacijo AS160. 3) Sulfasalazin ne vpliva na z inzulinom ali s PDGF 
spodbujeno fosforilacijo kinaze ERK1/2. 
Metode: Učinke sulfasalazina na znotrajcelično signalizacijo smo preučili na in vitro modelu 
linije podganjih skeletnomišičnih celic L6. Aktivnost signalnih poti smo ovrednotili z 
merjenjem fosforilacije proteinov: Akt (Ser473), AS160 (Ser588), ERK1/2 (Thr202/Tyr204), 
4E-BP1 (Thr37/Thr46) in acetil-CoA karboksilaze (Ser79). Uporabili smo metodo gelske 
elektroforeze, metodo prenosa western in zaznali proteine z metodo ojačane kemiluminiscence. 
Rezultati: Sulfasalazin je zmanjšal z inzulinom spodbujeno fosforilacijo Akt, ni pa vplival na 
bazalno niti s PDGF spodbujeno fosforilacijo Akt. Sulfasalazin je inhibiral fosforilacijo AS160, 
tudi ob prisotnosti inzulina ali PDGF. S tem smo zavrgli prvo in drugo hipotezo. Sulfasalazin je 
zmanjšal s PDGF spodbujeno fosforilacijo ERK1/2, s čimer smo delno podprli tretjo hipotezo. 
Zaključki: Ugotovili smo, da sulfasalazin zavira z inzulinom in s PDGF spodbujeno 
fosforilacijo AS160. Kljub temu da naj bi sulfasalazin deloval kot farmakološki aktivator z 
AMP-aktivirane protein kinaze, predvidevamo, da do translokacije GLUT4 na površino 
mišičnih celic ne bi prišlo, saj je fosforilacija AS160 pri tem ključen dogodek. Potrebne bi bile 
dodatne raziskave, s katerimi bi ugotovili, zakaj sulfasalazin zmanjšuje fosforilacijo AS160. 
 




Background: Skeletal muscles are important target tissues for treatment of type 2 diabetes, as 
they represent a main site of insulin stimulated glucose uptake in the postprandial state. When 
examining the signalling pathways related to insulin resistance we can turn our focus on salicylic 
acid. Its derivatives not only have anti-inflammatory properties, but also beneficial effects on 
insulin and metabolism of glucose also because of activation of AMP-activated protein kinase. 
Aim: Sulfasalazine is a prodrug from 5-aminosalicylic acid and sulfapyridine. Some clinical 
reports and animal studies suggested that sulfasalazine could have beneficial effect on 
concentration of glucose in plasma and prevent the complications of diabetes. Our aim was to 
determine whether  sulfasalazine modulates insulin signalling via Akt kinase. 
Hypotheses: 1) Sulfasalazine  promotes basal and insulin- or PDGF-stimulated phosphorylation 
of Akt. 2) Sulfasalazine promotes basal and insulin- or PDGF-stimulated phosphorylation of 
AS160. 3) Sulfasalazine does not alter insulin- or PDGF-stimulated phosphorylation of ERK1/2. 
Methods: We examined the effects of sulfasalazine by using in vitro model of L6 rat skeletal 
muscle cells. Activation of signalling pathways was assessed by measuring phosphorylation of 
kinase Akt (Ser473), AS160 (Ser588), ERK1/2 (Thr202/Tyr204), 4E-BP1 (Thr37/Thr46), 
acetyl-CoA carboxylase (Ser79), using polyacrylamide gel electrophoresis, western blotting and 
detection of specific proteins with chemiluminescent imaging method.  
Results: Sulfasalazine inhibited the insulin-stimulated phosphorylation of Akt, but it did not 
alter basal or PDGF-stimulated phosphorylation. Sulfasalazine inhibited the phosphorylation of 
AS160, also in the presence of insulin or PDGF. These results do not support our first and second 
hypothesis. Sulfasalazine inhibited PDGF-stimulated phosphorylation of ERK1/2, what 
partially support the third hypothesis. 
Conclusions: We found out that sulfasalazine inhibits insulin- and PDGF-stimulated 
phosphorylation of AS160. Even though sulfasalazine should act as an activator of AMP-
activated protein kinase, our results suggest that there is no translocation of GLUT4 on the 
surface of muscle cells, because phosphorylation of AS160 is the key event in the insulin 
signalling pathway leading to increased glucose uptake. Additional research should be done to 
uncover molecular mechanisms by which sulfasalazine suppresses phosphorylation of AS160. 
 
Key words: sulfasalazine, type 2 diabetes, insulin, PDGF, skeletal muscle 
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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
5-ASA – 5-aminosalicilna kislina 
ACC – acetil-CoA karboksilaza 
AICAR – 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribofuranozid 
AMPK – z AMP-aktivirana protein kinaza 
AS160 – angl. Akt substrate of 160 kDa 
ATIC – 5-aminoimidazol-4-karbosamid ribonukleotid formiltransformilaza 
DNP – 2,4-dinitrofenol 
ECL – angl.  enhanced chemiluminescence; ojačana kemiluminiscenca  
EGFR – angl. epidermal growth factor receptor; receptor za epidermalni rastni dejavnik 
ERK  – angl. extracellular signal-regulated kinase; z zunajceličnim signalom regulirana 
kinaza 
FBS – angl. fetal bovine serum; fetalni goveji serum 
GAP – angl. GTPase-activating protein 
GLUT4 – angl. glucose transporter type 4; glukozni prenašalec tipa 4 
HRP – angl. horseradish peroxidase; hrenova peroksidaza 
IMP – inozin monofosfat 
IRS –angl. insulin receptor substrates; substrati inzulinskega receptorja 
MAPK – angl. mitogen activated protein kinase; z mitogeni aktivirana protein kinaza 
MEM – angl. minimal essential medium; rastni medij 
MM – molekulska masa 
mTORC2 – angl. mammalian target of rapamycin; tarča rampamicina pri sesalcih 
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MTX – metotreksat 
PAGE – angl. PolyAcrylamide Gel Electrophoresis; poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PBS – angl. phosphate-buffered saline; fosfatni pufer z NaCl 
PDGF – angl. platelet-derived growth factor; rastni dejavnik iz trombocitov 
PDK1 – angl. phosphoinositide-dependent kinase 1; fosfoinozitid-odvisna protein kinaza 1 
PH – angl. Pleckstrin Homology 
PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza 
PIP2 – fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 
PIP3 – fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat 
PVDF – poliviniliden diflourid 
SB2 – sladkorna bolezen tipa 2 
SDS – angl. Sodium Dodecyl Sulfate; natrijev dodecil sulfat 
SEM – angl. standard error of the mean; standarna napaka povprečja 
Shc – beljakovine s src-homologno komponento 
SSZ – sulfasalazin 
TBST – angl. Tris Buffered Saline with Tween; fiziološka raztopina z dodanim Tris pufrom + 
Tween-20 
TNF-α – angl. tumor necrosis factor-α; dejavnik tumorske nekroze-α,   
WHO – angl. World Health Organization; Svetovna zdravstvena organizacija 




1.1 SLADKORNA BOLEZEN TIPA 2 
Število ljudi s sladkorno boleznijo je naraslo iz 108 milijonov v letu 1980 na 422 milijonov v 
letu 2014. V teh letih je narasla tudi prevalenca pri odraslih (nad 18 let) iz 4,7 % na 8,5 %, in 
sicer je to najbolj opazno v razvitih državah pri ljudeh starih med 45 in 64 let (1, 2). 
Predvidevajo, da se bo število obolelih za sladkorno boleznijo do leta 2030 dvignilo na 552 
milijonov, od tega naj bi bilo 439 milijonov ljudi s sladkorno boleznijo tipa 2 (SB2) (1). 
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) je ocenila, da je bil diabetes eden izmed vodilnih 
vzrokov (7. mesto) za smrt v letu 2016 (2). Leta 2017 je glede na podatke v Sloveniji okoli 
111.400 oseb prejemalo zdravila za zniževanje glukoze v krvi, to skupno število se je letno 
povečalo za 2–3 % (približno 2.500 oseb vsako leto). Ocenjeno število oseb, ki imajo 
ugotovljeno ali neugotovljeno sladkorno bolezen v Sloveniji tako znaša od 154.000 do 175.000 
(3). Da bi obvladovali trenutno situacijo in zmanjšali razširjenost dejavnikov, ki vplivajo na 
nastanek SB2, so raziskave usmerjene v iskanje novih možnosti za preprečevanje, 
diagnosticiranje in zdravljenje te oblike sladkorne bolezni.  
Da bi salicilna kislina lahko bila učinkovita pri zdravljenju sladkorne bolezni, so prvič ugotovili 
več kot stoletje nazaj (2, 4). Kasneje se je raziskovanje na tem področju zmanjšalo, saj so odkrili 
inzulin in sulfonilsečnine. Salicilati so pozornost znova pritegnili z ugotovitvijo, da salicilat 
aktivira z AMP aktivirano protein kinazo (AMPK), ki je ena najbolj obetavnih tarč za razvoj 
novih zdravil za SB2 (5, 6, 7). Derivati salicilne kisline se že dolgo uporabljajo za zdravljenje 
vnetnih revmatičnih bolezni, kot sta revmatoidni in psoriatični artritis. Osebe z vnetnimi 
revmatičnimi boleznimi imajo večje tveganje za nastanek SB2 (8), kar nam nakazuje na 
povezanost patofizioloških mehanizmov. Da bi se zapletom kroničnih vnetnih revmatičnih 
bolezni čim bolj izognili, bi potrebovali učinkovino, ki ugodno vpliva tako na revmatične 
bolezni, kot na presnovne motnje. Sulfasalazin (SSZ), konjugat 5-aminosalicilne kisline in 
sulfapridina, je antirevmatično zdravilo, pri katerem so pri človeku oziroma živalih v preteklosti 
opazili, da morda znižuje koncentracijo plazemske glukoze (9, 10) in zavira nastanek kroničnih 
zapletov sladkorne bolezni (11). Točni mehanizmi, prek katerih bi SSZ ugodno deloval na 




Sladkorna bolezen ali diabetes mellitus spada v skupino presnovnih bolezni, za katere je 
značilna kronična hiperglikemija (1, 12). Diagnostično gledano je sladkorna bolezen potrjena, 
če je izmerjena koncentracija glukoze v krvi na tešče ≥ 7,0 mmol/L ali če je kadarkoli (tako na 
tešče kot po obroku hrane) ta vrednost ≥ 11,1 mmol/L (12). Motnje v delovanju glukostatičnih 
mehanizmih se pojavijo zaradi zmanjšanega nastajanja inzulina ali zmanjšanega tkivnega 
odziva na inzulin (1). Za nastanek in razvoj sladkorne bolezni so pomembni okoljski in dedni 
dejavniki. Pomembna okoljska dejavnika pri tem sta telesna neaktivnost in debelost, kjer je 
pomembna razporeditev telesne maščobe. Akumulacija maščevja v podkožju ne predstavlja tako 
velikega vpliva kot visceralno ali abdominalno maščevje (13). Po oceni WHO je čezmerna 
telesna masa (ITM > 25) vzrok za 65–80 % novih primerov SB2 (3). Značilni znaki in simptomi 
diabetesa so poliurija, polidipsija, nenadna izguba teže kljub povečanem apetitu, utrujenost, 
zamegljen vid in glivične okužbe (12). Pojavijo se mikrovaskularni in makrovaskularni zapleti, 
ki lahko vodijo v slepoto, odpoved ledvic, amputacijo spodnjega uda in smrt zaradi srčno-žilnih 
dogodkov (14).  
Klinično najpomembnejša tipa sladkorne bolezni sta tip 1 in 2 (13). Vzrok za nastanek sladkorne 
bolezni tipa 1 je v avtoimunskem uničenju β-celic v Langerhansovih otočkih, ki vodi v absolutno 
pomanjkanje inzulina (12, 15). SB2 oziroma prej imenovana ˝od inzulina neodvisna sladkorna 
bolezen˝ se pojavi pri posameznikih zaradi razvoja inzulinske rezistence, ki jo spremlja 
progresivno zmanjševanje izločanja inzulina iz β-celic. Je najpogostejša oblika diabetesa (90–
95 % vseh oblik sladkorne bolezni) (12). Temeljni patofiziološki značilnosti SB2 sta inzulinska 
rezistenca, ki se kaže z zmanjšano odzivnostjo in občutljivostjo na inzulin, ter zmanjšanje 
nastanka inzulina zaradi odpovedovanja β-celic pankreasa. Posledično se poveča izplavljanje 
glukoze iz jeter in zmanjša njen vstop v periferna tkiva. Skeletne mišice imajo zmanjšano 
možnost privzema glukoze iz krvi in razvije se stanje hiperglikemije (16). Tveganje za razvoj 
SB2 narašča s starostjo, debelostjo in pomanjkanjem telesne aktivnosti ter je pogosto povezano 
z genetsko predispozicijo (12). 
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1.1.2 Zdravljenje  
Zdravilo, ki bi popolnoma pozdravilo SB2, ne obstaja, so pa pacientom za obvladovanje 
hiperglikemije dostopni različni farmakološki pristopi. Bolnikom so dostopna zdravila, ki 
nadomeščajo inzulin (različne oblike eksogenega inzulina), inzulinski sekretagogi, ki 
spodbujajo izločanje endogenega inzulina (sulfonilsečnine, glitinidi in inkretinski analogi). Prav 
tako so uporabna zdravila, ki zmanjšujejo inzulinsko rezistenco in izplavljanje glukoze iz jeter 
(bigvanidi, tiazolidindioni) in zdravila, ki delujejo na prebavila in upočasnjujejo absorpcijo 
glukoze (α-glikozidazni inhibitorji) (16). Kljub ugodnemu učinku na delovanje inzulina se 
zaradi neželenih učinkov tiazolidindioni trenutno praktično ne uporabljajo. Zadnja pomembna 
pridobitev pri zdravljenju SB2 so zaviralci prenašalcev za glukozo in Na+ SGLT2 v ledvičnih 
tubulih, ki povzročijo blago glukozurijo, kar pripomore pri uravnavanju glukoze v krvi. 
Farmacevti kot zdravstveni delavci, bi morali spodbujati ljudi k zdravemu načinu življenja 
(ustrezna uravnotežena prehrana in zadostna telesna aktivnost). Pomembno je tudi odkrivanje 
novih zdravil za zdravljenje SB2, saj bi s tem zmanjšali prevalenco bolezni, dosegli ciljno 
vrednost koncentracije glukoze v krvi že v zgodnjih fazah zdravljenja, posledično zmanjšali 
pojavnost tako akutnih kot kroničnih zapletov in izboljšali kvaliteto življenja posameznikov s 
SB2 (1, 16).  
1.2 INZULIN IN PDGF 
1.2.1 Inzulin 
Inzulin je polipeptidni hormon, ki se izloča iz β-celic Langerhansovih otočkov trebušne 
slinavke. Sestavljata ga verigi A in B (veriga A vsebuje 21, veriga B pa 30 aminokislin), ki sta 
povezani z disulfidnima mostovoma. Prvotno nastane kot preproinzulin, kasneje pa nastane 
biološko neučinkovit proinzulin, ki se s pomočjo endopeptidaz Golgijevega aparata, razcepi na 
C-peptid in dvoverižni inzulin, in sicer v ekvimolarnem razmerju. Inzulin se sprosti v 
zunajcelično tekočino kot odgovor na zvišano koncentracijo glukoze v krvi. Posledica in hkrati 
glavna vloga pri glukostatičnih mehanizmih je uravnavanje privzema v mišične, maščobne in 
jetrne celice. Inzulin ima ključni pomen pri procesu skladiščenja energije, ker spodbuja 
anabolne procese (sinteza glikogena, beljakovin, trigliceridov) in hkrati zavira katabolne 
procese (glikogenoliza, proteoliza, lipoliza). Približno 50 % inzulina ne doseže sistemskega 
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obtoka, saj se inzulin, ki pride do jeter po portalnem obtoku, tam razgradi. Razpolovni čas 
inzulina je ob normalnih razmerah 5–6 minut (17, 18). 
Preglednica I: Anabolni in antikatabolni učinki inzulina. Prirejeno po (17). 
 ANABOLNI UČINKI ANTIKATABOLNI UČINKI 
JETRA 
↑ glikogeneza 
↑sinteza prostih maščobnih kislin 
↓glikogenoliza 
↓glukoneogeneza 
↓sinteza ketonskih teles 
MAŠČEVJE 
↑sinteza glicerola 









Legenda: ↑-pospešen proces; ↓upočasnjen proces 
1.2.2 Inzulinska signalna pot 
Inzulinska signalna pot se sproži z aktiviranjem inzulinskega receptorja, ki spada v družino 
tirozin kinaz (19, 20). Inzulinski receptor je heterotetramerni protein iz dveh zunajceličnih 
podenot α in dveh transmembranskih podenot β, ki so povezane prek disulfidne vezi. Ob vezavi 
inzulina na podenoto α, se spremeni njena konformacija, kinaza se aktivira in posledično pride 
do avtofosforilacije podenot β na tirozinskem ostanku. Sledi kaskadna reakcija, fosforilacija 
inzulinskih receptorskih substratnih proteinov (IRS-1 do IRS-6) in beljakovin s src-homologno 
komponento (Shc) (19, 21). 
Ob vezavi inzulina na njegov receptor se sprožijo različne signalne poti (Slika 1.1):  
 Z inzulinom stimulirana najpomembnejša kaskadna pot je PI3K/Akt signalna pot (22). 
 Po fosforilaciji Shc se aktivira signalna pot MAPK (angl. mitogen activated protein 
kinase) oz. Ras/Raf/MEK/ERK (angl. extracellular signal-regulated kinase), ki aktivira 
transkripcijske faktorje in vpliva na ekspresijo genov pri rasti in diferenciaciji celic (21, 
22, 23). 
 Po fosforilaciji CbI, ki je protoonkogen in spada v družino ubikvintin-ligaz, se aktivira 
signalna pot CAP/CbI. Posledično se aktivira G protein, TC 10, ki naj bi posredoval 
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sekundarni signal glukoznemu prenašalcu tipa 4 (GLUT4). Na ta način naj bi potekal 
privzem glukoze neodvisno od fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K) (22). Obstajajo še 
druge signalne poti, ki se sprožijo po interakciji s kinazami, ki niso sklopljene z IRS 
proteini. 
 
Slika 1.1: Učinek inzulina na transdukcijo signala. Inzulinski receptor je tirozin kinaza, ki po 
avtofosforilaciji katalizira fosforilacijo celičnih proteinov. Ti vključujejo predstavnike iz IRS, Shc in CbI družin. 
Učinek signalnih poti se kaže v sintezi beljakovin, aktivaciji encimov, izražanju genov in uravnavanju presnove 
glukoze, lipidov ter proteinov. Prirejeno po (20).  
1.2.2.1 PI3K/Akt signalna pot 
Natančen mehanizem in potek signalov, prek katerih inzulin spodbudi eksocitozo GLUT4 na 
površino membrane celic, ni znan. Pomembno dejanje pri inzulinski signali poti je aktivacija 
PI3K, ki je sestavljena iz katalitične (p110) in regulatorne (p85) podenote. Fosforiliran IRS 
aktivira PI3K, ta pa katalizira fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2) v fosfatidilinozitol-3,4,5-
trisfosfat (PIP3) (24, 25). 
Ključna tarča PIP3 je serin/treonin protein kinaza B (PKB) oz. Akt. Pomembna je za regulacijo 
bioloških funkcij kot so celično preživetje in proliferacija, sinteza proteinov ter glikogena, 
transport natrija ter privzem glukoze preko translokacije GLUT4. Obstajajo tri izooblike Akt, 
in sicer Akt1, Akt2 in Akt3. Akt2 je najbolj izražena v celicah, ki so občutljive na inzulin, kot 
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so mišične celice in adipociti, saj je pomembna pri privzemu glukoze spodbujene z inzulinom 
(24, 26). 
PIP3 se prek PH (angl. Pleckstrin Homology) domene poveže z Akt, kjer poteče fosforilacija na 
treoninskem in serinskem ostanku. Pri Akt1 sta to mesti Thr308 in Ser473, pri Akt2 Thr309 in 
Ser473 ter pri Akt3 Thr305 in Ser472. Fosfoinozitid-odvisna protein kinaza 1, PDK1 (angl. 
phosphoinositide-dependent kinase 1) fosforilira Akt na treoninskem ostanku, fosforilacija Akt 
poteče tudi po drugi poti, na serinskem ostanku, in sicer preko tarče rampamicina pri sesalcih, 
mTORC2 (angl. mammalian target of rapamycin), ki ga aktivira PI3K. Ko je Akt fosforilirana 
na obeh mestih, inducira translokacijo GLUT4 iz znotrajceličnega prostora do celične 
membrane in tako spodbudi privzem glukoze. Pri translokaciji GLUT4 na površino membrane 
sodeluje tudi protein AS160 (angl. Akt substrate of 160 kDa) (24, 27).  
 
Slika 1.2: Z inzulinom stimulirana PI3K/Akt signalna pot. Prirejeno po (28). 
1.2.2.2 AS160 
Pomembna povezava med inzulinskim signaliziranjem in GLUT4 je protein AS160 ali protein 
TBC1D4 (27, 29, 30), ki v nefosforilirani obliki zavira translokacijo GLUT4. AS160 ima GAP 
(angl. GTPase-activating protein) homologno domeno. GAP proteini so vključeni v regulacijo 
cikla GTP/GDP družine proteinov Rab-GTP-aze, ki nadzorujejo številne procese na 
membranah, kot so oblikovanje, premikanje in fuziranje znotrajceličnih mešičkov (veziklov) 
(29, 30). V skeletnih mišicah je njihovo delovanje ključnega pomena pri nadzorovanju 
7 
 
translokacije GLUT4. Pomemben je mehanizem prehajanja iz neaktivne (Rab-GDP) v aktivno 
obliko (Rab-GTP). Pod vplivom GAP se GTP defosforilira in Rab preide v neaktivno obliko 
Rab-GDP. Pri inhibiciji GAP aktivnosti, se torej poviša oblika Rab-GTP, kar privede do 
eksocitoze GLUT4. Izražanje mutiranih AS160, ki nimajo za Akt specifičnih fosforilacijskih 
mest, zavira translokacijo GLUT4, ki je stimulirana z inzulinom (29). AS160 je negativni 
regulator GLUT4 eksocitoze, ki deluje tako, da ohranja Rab protein v neaktivnem stanju (Rab-
GDP). S pomočjo Akt in posledično fosforilacije AS160, se izključi aktivnost GAP, ki omogoči 
proteinu Rab, da se spremeni v aktivno stanje (Rab-GTP) (31). AS160 ima vlogo pri eksocitozi, 
stimulirani z inzulinom, vendar ne zavira GLUT4 endocitoze (30). Akt in AS160 fosforilacija 
je oslabljena v skeletnih mišicah pri pacientih z inzulinsko rezistenco in pod vplivom vnetnega 
citokina dejavnika tumorske nekroze α, TNF-α (angl. tumor necrosis factor-α) (32). 
1.2.2.3 Signalna pot MAPK  
Signalna pot MAPK aktivira številne dejavnike, ki regulirajo celično rast, delitev in 
diferenciacijo. Substrati (tarčni proteini) MAPK so vključeni v popravilo tkiv, signalizacijo 
integrinov, celično migracijo in angiogenezo prek sprememb v izražanju genov, ki so vključeni 
v oblikovanje novih krvnih celic v žilah. Signalizacija prek poti MAPK je pomembna pri 
nastanku tumorjev, saj čezmerno delovanje te poti vodi v nastanek raka. Protein Ras, ki je 
pomemben pri signalni poti MAPK, je eden izmed najbolj pogosto mutiranih onkogenov pri 
ljudeh (33). Njegovo izraženo mutacijo so opazili pri 30 % ljudi z rakom (34).  
Ras se aktivira tako prek poti PI3K/Akt kot tudi prek fosforilacije drugih serinskih protein kinaz, 
prek receptorja za rastni dejavnik iz trombocitov (PDGFR) ali receptorja za epidermalni rastni 
dejavnik (EGFR) (33). Po aktivaciji Ras proteina, ki je majhen G protein, sledi aktivacija 
nadaljnjih proteinov, kot so Raf, MEK1/2 in ERK1/2 (34). Fosforilirani ERK1/2 predstavlja 
pomemben substrat pri signalni poti MAPK, saj se po fosforilaciji premakne v jedro celice, kjer 
pride do sprememb v izražanju genov in regulira različne transkripcijske faktorje (34, 35). 
1.2.3 PDGF 
PDGF (angl. platelet-derived growth factor) oziroma rastni dejavnik iz trombocitov spada v 
skupino rastnih dejavnikov in se nahaja v α-granulah trombocitov. PDGF je kationski 
glikoprotein, z molekulsko maso približno 30 kDa. Obstaja 5 različnih izooblik PDGF-ja, kot 
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dimer, ki je povezan s sulfidno vezjo (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD in 
heterodimer PDGF-AB). V trombocitih je pogosta (70 %) heteromerna oblika PDGF-AB, ostalo 
pa je prisoten večinoma kot dimer PDGF-BB (37). Deluje preko receptorja PDGFRα in 
PDGFRβ, ki sta transmembranski beljakovini – tirozin kinazi. PDGFRα, receptor na celični 
površini, je direktno povezan z intracelularnimi encimi in veže oblike PDGF-AA/AB/BB/CC z 
visoko afiniteto, medtem ko PDGFRβ veže PDGF-BB in PDGF-DD z visoko afiniteto ter 
PDGF-AB z nizko (38, 39). Heterogenost je posledica vpliva prisotnosti izooblik, procesa 
glikozilacije, staranja trombocitov in delno proteolize med procesom očiščenja. Vsaka veriga 
vsebuje 8 cisteinskih ostankov, ki so vključeni v intramolekularne in intermolekularne  
disulfidne vezi. Cepitev teh vezi z redukcijo povzroči ireverzibilno izgubo biološke aktivnosti 
(37). 
  
Slika 1.3: Signalna pot PDGF. Vezava dimerne oblike PDGF povzroči intracelularno avtofosforilacijo 
tirozinskega ostanka. Transdukcija signala se zgodi po dveh poteh: 1) Signalna pot PI3K z vplivom na Akt spodbuja 
celično preživetje. 2) Signalna pot MAPK, kjer aktivirana oblika Ras (Ras-GTP) sproži kaskadni odziv proteinov 
Raf/MEK/ERK. Prirejeno po (36). 
1.2.3.1 Vloga PDGF 
Na splošno PDGF spodbuja preživetje, rast in diferenciacijo različnih celic (fibroblastov, celice 
gladkega mišičja in veznega tkiva, celice glije, hondrocite). Je močan kemoatraktant in aktivator 
nevtrofilcev, monocitov in fibroblastov. Pospešuje sintezo fosfolipidov, estrov holesterola, 
glikogena in prostaglandinov ter vpliva na vezavo lipoproteinov z nizko gostoto (LDL) na 
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receptorje. Prav tako ima zmožnost vpliva na regulacijo sinteze in razgradnje proteinov v 
zunajceličnem matriksu. PDGF naj bi spodbudil eritropoezo in vazokonstrikcijo ter imel vlogo 
pri normalnem embrionalnem razvoju. Med drugim je pomemben dejavnik pri razvoju 
ateroskleroze in drugih patoloških procesih (37). 
1.2.3.2 PDGF pri homeostazi glukoze 
PDGF si z inzulinom deli nekatere signalne molekule, ki so vključene v stimulacijo transporta 
glukoze. Tako inzulin kot PDGF sta aktivatorja Akt in spodbujata GLUT4 v kulturah 
skeletnomišičnih celic. Točen mehanizem vpliva PDGF na eksocitozo GLUT4 in transport 
glukoze ni znan. Ker aktivira Akt neodvisno od IRS, je PDGF zelo uporaben za preučevanje 
motnje v inzulinskem signaliziranju na ravni inzulinskega receptorja oziroma IRS (32). 
1.3 POMEN SKELETNIH MIŠIC PRI SLADKORNI BOLEZNI 
TIPA 2 
Skeletne mišice predstavljajo približno 40 % telesne mase in so aktivno vključene v homeostazo 
glukoze (40). Skeletne mišice spadajo med najpomembnejša tarčna tkiva pri zdravljenju SB2, 
saj so pomembno mesto inzulinske rezistence. Hkrati predstavljajo poglavitno mesto z 
inzulinom stimuliranega privzema glukoze v postprandialnem stanju (41, 42).  
Razumevanje osnov bioloških procesov, ki se dogajajo v skeletnih mišicah, je nujno za razvoj 
novih oblik zdravljenja pri presnovnih motnjah (41). To lahko vidimo že na primeru kontrakcije 
mišic in inzulina, saj imata nekatere iste učinke na metabolizem glukoze. Na primer, kontrakcija 
mišic inducira translokacijo GLUT4 na površino celične membrane in ekspresijo gena 
heksokinaza II, ter aktivira glikogen sintazo po krčenju, neodvisno od inzulina. Redna telesna 
vadba izboljša občutljivost na inzulin (43). Kljub tem podobnim učinkom, stimulacija mišic in 
inzulin vplivata na različne signalne poti. Telesna aktivnost, depolarizacija s K+ ali zvišanje 
znotrajcelične koncentracije Ca2+, povišajo koncentracijo GLUT4 na površini in posledično 
privzem glukoze v skeletni mišici in mišičnih celicah v kulturi. Če izpostavimo mišične celice 
hiperosmotičnemu šoku, hipoksiji ali mitohondrijskim odklopnikom (angl. uncouplers) 2,4-
dinitrofenolom (DNP), to vodi k aktivaciji AMPK in povišanju gostote GLUT4 na površini ter 
privzemu glukoze (32).  
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1.3.1 Inzulinska rezistenca 
Inzulin ima številne anabolne in antikatabolne učinke v različnih procesih, ki so prikazani v 
Preglednici I. Inzulinska rezistenca oziroma zmanjšana odzivnost in občutljivost na inzulin, je 
rezultat neravnovesja pri regulaciji teh procesov. Posledično pride do zvišane koncentracije 
postprandialne glukoze v krvi in ravni maščob (20). Razvoj inzulinske rezistence je verjetno 
prvi korak na poti nastanka SB2. Zmanjšanje telesne teže (in s tem tudi maščevja) pripomore k 
izboljšanju občutljivosti tkiv na inzulin. SB2 se izrazi, ko se poleg inzulinske rezistence pojavi 
tudi motnja v izločanju inzulina (13).  
Inzulin ima zmanjšano možnost vpliva na tkiva, ki so sicer občutljiva na inzulin (še posebej 
mišice, jetra, maščevje), oslabljeno je skladiščenje glukoze in povečano je njeno izločanje iz 
jeter. K napakam v inzulinskem signaliziranju in posledično inzulinski rezistenci pripomorejo 
genetski in pridobljeni fiziološki dejavniki (18, 44). Kljub številnim študijam in eksperimentom 
na živalih, natančen mehanizem nastanka rezistence ni znan. Morebitni mehanizmi nastanka 
inzulinske rezistence se kažejo na skeletnih mišicah v motnji pri regulaciji in prenosu signala, 
genetskem polimorfizmu (na primer receptor γ, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov (PPAR 
– angl. peroxisome proliferator-activated receptor γ)), pomanjkanju fosforilacije tirozinskega 
ostanka inzulinskega receptorja, IRS proteinov ali PI3K (18). Vzrok je lahko tudi v nepravilnosti 
pri transportu glukoze in delovanju GLUT4 (18, 43). Zaradi hiperinzulinemije se razvije 
receptorska desenzitacija, pri čemer ima veliko vlogo inhibicija IRS1/2 (45). Pri sladkornih 
bolnikih s SB2 in inzulinski rezistenci ima ključno vlogo okvarjena oziroma zmanjšana 
povezava med IRS1 in PI3K (43). 
Kot smo že omenili, je poznavanje osnovnih molekularnih mehanizmov v skeletni mišici 
potrebno za namen preprečevanja razvoja inzulinske rezistence in posledično SB2. Trenutno je 
velika potreba po zdravilih, ki zmanjšujejo inzulinsko rezistenco. V ta namen se uporabljajo 
metformin iz skupine bigvanidov in tiazolidindioni, vendar so slednji zaradi neželenih učinkov 
manj priljubljeni. 
1.3.2 AMPK kot tarča zdravljenja sladkorne bolezni tipa 2 
AMPK ima pomembno vlogo pri ohranjanju celične energijske homeostaze in uravnavanju 
celičnega metabolizma. AMPK je heterotrimerna serin-treonin kinaza, sestavljena iz katalitične 
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α-, nekatalitične β- in γ-podenote. Podenoti α in β obstajata v 2 izooblikah, γ pa v 3. AMPK med 
drugim regulira signalizacijo v skeletnih mišicah, je vključena v različne metabolične procese 
kot so inzulin-neodvisen glukozni transport, oksidacija maščobnih kislin, regulacija glikogena, 
izražanje transporta GLUT4, mitohondrijska biogeneza in vpliva na povečano občutljivost na 
inzulin (46). AMPK v mišičnem tkivu regulira privzem glukoze tudi v povezavi z vplivom na 
povišano fosforilacijo proteina AS160 (32). Fiziološko gledano se AMPK aktivira prek različnih 
dražljajev, ki povzročajo celični stres. Odzove se na povišanje razmerja AMP:ATP (in 
ADP:ATP), na primer pri pomanjkanju hranil ali dolgi telesni vabi, pri čemer se znižuje 
koncentracija adenozin trifosfata (ATP) in povečuje koncentracija AMP in ADP. Farmakološki 
aktivatorji, ki povečajo aktivnost AMPK, lahko delujejo na kinazo neposredno z vezavo na 
kinazo (npr. ZMP oz. 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribofuranozid monofosfat) ali pa 
povzročijo energijski stres, ki poviša razmerje AMP:ADP. AMPK posredno aktivirajo 
metformin, reservatrol in tiazolidindioni. Z raziskovalnega vidika je pomembno, da se aktivacija 
AMPK kaže v izboljšanju homeostaze glukoze v krvi. AMPK tako predstavlja pomembno tarčo 
pri zdravljenju SB2 in inzulinske rezistence (46).  
1.4 SULFASALAZIN 
SSZ je razvrščen glede na anatomsko-terapevtsko-kemični (ATC) klasifikacijski sistem pod 
oznako A07EC01, in sicer spada v farmakoterapevtsko skupino antidiaroikov, protivnetnih in 
protimikrobnih zdravil, aminosalicilna kislina in njeni derivati (47). SSZ je imunomodulatorno 
zdravilo oziroma zdravilo, ki vpliva na potek revmatične bolezni (DMARD  – angl. disease 
modifying antirheumatic drug), ki se je prvotno uporabljalo za zdravljenje revmatoidnega 
artritisa. Učinkovit je pri zdravljenju vnetnih črevesnih bolezni, zlasti pri ulceroznem kolitisu, 
Chronovi bolezni in proktitisu. Poleg zdravljenja revmatoidnega artritisa se uporablja tudi za 
zdravljenje juvenilnega idiopatičnega kroničnega poliartritisa (47, 48). 
SSZ je predzdravilo, sestavljeno iz 5-aminosalicilne kisline (5-ASA), ki je povezano z azo-vezjo 
na sulfapiridin. V aktivno obliko preide s pomočjo bakterijskih encimov, natančneje 
azoreduktaz, v debelem črevesju (49, 50). SSZ skupaj s svojimi presnovki kaže širok razpon 




Slika 1.4: Metabolizem SSZ. Prirejeno po (50). 
 
1.4.1 Farmakodinamika 
Klinična učinkovitost SSZ je odvisna od kompleksnih (in le delno poznanih) učinkov SSZ in 
njegovih metabolitov na provnetne citokine, kisikove radikale, inhibicijo folata ter naravnih 
celic ubijalk, transformacijo limfocitov, delovanje ciklooksigenaze in lipooksigenaze v črevesni 
steni. SSZ nima protibolečinskega učinka (47, 51). 
Protivnetni učinek: SSZ je relativno šibek zaviralec encima ciklooksigenaze v črevesni steni, 
vendar močan inhibitor 15-prostagladin dehidrogenaze, ki sodeluje pri glavni presnovni poti za 
prostaglandine. Ima tudi zaviralni učinek na encime vključene pri kaskadi arahidonske kisline, 
in sicer na 5-lipoksigenazo (5-LO) in levkotrien C4 (LTC4) sintazo, s čimer inhibira njihovo 
sproščanje iz vnetnih celic in tkiv. Poleg tega da SSZ inhibira nastanek superoksidnega aniona, 
ima 5-ASA veliko sposobnost odstranjevanja kisikovih radikalov. SSZ vpliva tudi na nekatere 
funkcije granulocitov (degranulacija in kemotaksa) (51). 
Protivnetni učinek zaradi inhibicije ATIC: Protivnetni učinek SSZ naj bi bil odvisen od 
povečane koncentracije adenozina v zunajceličnem prostoru. Ta učinek se ujema z 
mehanizmom delovanja metotreksata (MTX), če ga uporabimo v nizkih odmerkih, pri visokih 
odmerkih MTX pa je ključna inhibicija dihidrofolat reduktaze (6, 53). Po tej razlagi protivnetni 
učinek nastane zaradi zaviranja 5-aminoimidazol-4-karbosamid ribonukleotid 
formiltransformilaze (ATIC) in zvišane koncentracije 5-aminoimidazol-4-karboksamid 
ribonukleotida (ZMP) v znotrajceličnem prostoru, ki hkrati aktivira AMPK (53–55) (Slika 1.5). 
ATIC je katalizator pretvorbe ZMP v IMP (inozin monofosfat). ZMP lahko nastane tudi pri 
fosforilaciji AICAR (5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribonukleozid) (55). Zaviranje 




Slika 1.5: Inhibicija ATIC in protivnetni učinek. Ob zaviranju delovanja ATIC naraste koncentracija ZMP 
v znotrajceličnem prostoru. Posredno se poviša tudi koncentracija AMP, ki preide v zunajcelični prostor in se 
defosforilira pri čemer nastane adenozin, ki deluje protivnetno. AMP-adenozin monofosfat; GMP-gvanozin 
monofosfat. Prirejeno po (53–55).  
Imunomodulatorni učinek pri RA: In vitro SSZ inhibira proliferacijo B- in T-limfocitov, in vivo 
pa se njegov učinek kaže v zmanjšanem številu aktivnih limfocitov in nevtrofilcev v periferni 
krvi (53). SSZ v makrofagih zmanjšuje nastanek TNF-α. Poleg tega je tudi močan zaviralec 
aktivacije NF-κB, ki je kot transkripcijski faktor vključen v uravnavanje vnetnih procesov (56). 
Antifolatni učinek: Kot kompetitivni inhibitor SSZ zavira enicme, ki so vključeni v intestinalni 
transport in metabolizem folata. Encimi, ki pri tem sodelujejo so serin transhidroksimetilaza, 
metilentetrahidrofolat reduktaza in dihidrofolat reduktaza. Posledice, ki jih SSZ povzroči zaradi 
oviranja teh encimov na prepoznavnem mestu za folate pri črevesnem transportnem sistemu, se 
kažejo v pomanjkanju folata (57). 
1.4.2 Farmakokinetika 
Absorpcija: Približno 25 % SSZ se absorbira v tankem črevesu po peroralni uporabi. Majhen 
odstotek absorbiranega SSZ se izloči z urinom, preostali del pa se preko izločanja v žolč vrne v 
tanko črevesje. Ta del SSZ, ki preide v enterohepatično cirkulacijo in neabsorbirani SSZ, v 
debelem črevesu razpade v sulfapiridin in 5-ASA (47, 51).   
Porazdelitev: Najvišja koncentracija SSZ in njegovih presnovkov v serumu je različna med 
posamezniki. Pri peroralni uporabi 1 g SSZ pri zdravih osebah, je bila najvišja koncentracija (6 
μg/mL oziroma 15 μM) dosežena po 6 urah. Za primerjavo, sulfapiridin in 5-ASA sta najvišjo 
koncentracijo dosegla po 10 urah. Razlika v času nam nakazuje, da je za razgraditev potrebna 
presnova v črevesju. Razpolovni čas SSZ je 5–10 ur (47). Več kot 95 % absorbiranega SSZ se 
veže na serumske proteine, medtem ko se sulfapiridin veže na albumin približno le v 70 % (52). 
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Biotransformacija in izločanje: Sulfapiridin se metabolizira v jetrih, kjer poteka acetilacija, 
hidroksilacija ter konjugacija z glukoronsko kislino, izloča se preko ledvic. Prav tako se preko 
ledvic izloči 5-ASA, približno 30 % se je absorbira in acetilira v jetrih, preostali odstotek pa se 
izloči z blatom v nespremenjeni obliki (47). Izračunan ledvični očistek SSZ po intravenski 
administraciji je 37 % celotnega očistka (1 L/h) (50, 52).  
1.4.3 Vpliv delovanja salicilatov in SSZ pri inzulinski signalni poti ter 
homeostazi glukoze 
Uporaba salicilatov, z namenom znižanja koncentracije glukoze pri zdravljenju diabetesa, je bila 
prvič omenjena leta 1876 (58). Vse od tedaj naprej se raziskujejo molekularni mehanizmi, prek 
katerih salicilna kislina in njihovi derivati vplivajo na znižanje koncentracije glukoze v krvi. 
Antihiperglikemični učinki naj bi bili posledica izboljšane inzulinske rezistence in zavrtja 
nastanka glukoze v jetrih. Za raziskovanje vpliva na diabetes so uporabili veliko višje 
koncentracije učinkovine kot so uporabljene za doseg analgetičnih, antipiretičnih in 
antitrombotičnih učinkov (59, 60). Molekularni mehanizmi salicilatov, ki vplivajo na znižanje 
glukoze in izražajo protivnetni učinek, so povezani s signaliziranjem preko NF-κB in z 
mitohondrijsko odklopitvijo. Pri mitohondrijski odklopitvi je vpliv salicilatov podoben DNP. 
Poveča se uporaba kisika in razgradnja glikogena, medtem ko se zmanjšuje nastanek ATP v 
mitohondriju (60). Nedavne raziskave pripisujejo antihiperglikemični učinek salicilatov 
aktivaciji AMPK (podrobnosti v podpoglavju 1.3.2) (5, 59, 60). Salicilati namreč delujejo kot 
neposredni aktivatorji AMPK (5, 6). Salsalat (dimer salicilne kisline) je predzdravilo salicilatov, 
ki zmanjšuje koncentracijo glukoze v krvi pri ljudeh s SB2 in učinkuje na raven glukoze tudi 
neodvisno od AMPK (60). Mehanizem delovanja SSZ, ki je strukturno gledano podoben tako 
salicilatu kot salsalatu, pri inzulinskem signaliziranju in posledično privzemu glukoze v 
skeletnih mišicah, ni raziskan. Nerazrešeno vprašanje ostaja, ali SSZ modulira inzulinsko 
signaliziranje. Če odgovor drži, bi nas prav tako zanimalo preučevanje, ki bi bolje pojasnilo, do 




2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Salicilna kislina in različni salicilni derivati imajo poleg protivnetnih učinkov ugodne učinke na 
delovanje inzulina in presnovo glukoze v skeletnih mišicah ter drugih organih. Zaradi strukturne 
povezave SSZ s salicilati, vpliva na AMPK in neraziskanega učinka SSZ na mehanizem SB2, 
bomo preučili ali SSZ deluje na inzulinsko signalno pot. V primeru da vpliva na inzulinsko 
signaliziranje, bi želeli vedeti na katere substrate učinkuje pri signalni poti. Osredotočili se bomo 
tudi na signalno pot rastnega dejavnika PDGF, ki na inzulinske substrate kot je Akt, deluje po 
drugačnem mehanizmu kot inzulin. Zaradi tega je uporaben za preučitev mehanizmov, po 
katerih različne učinkovine povzročijo motnje v delovanju inzulinske signalne poti. Boljše 
poznavanje mehanizmov delovanja SSZ, bi lahko vodilo k odkritju novih farmakoloških tarč za 
zdravljenje SB2. 
Učinke SSZ na znotrajcelično signalizacijo bomo preučili na celični liniji podganjih (L6) 
skeletnomišičnih celic, ki je eden izmed standardnih in vitro modelov za preučevanje 
molekularnih mehanizmov v skeletni mišici. Aktivnost signalnih poti bomo ovrednotili z 
merjenjem fosforilacije signalnih proteinov z metodo gelske elektroforeze (SDS-PAGE), 
metodo prenosa western in detekcijo specifičnih proteinov z metodo ojačane kemiluminiscence. 
Delovne hipoteze: 
1) SSZ poveča bazalno in z inzulinom ali PDGF spodbujeno fosforilacijo kinaze Akt. 
2) SSZ poveča bazalno in z inzulinom ali PDGF spodbujeno fosforilacijo AS160. 
3) SSZ ne vpliva na z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo kinaze ERK1/2. 
Obrazložitev hipotez:  
1) Pri inzulinskem signaliziranju je Akt pomemben substrat, ki se pod vplivom inzulina 
fosforilira (21, 24) in inducira njegove metabolične učinke, saj je Akt bistven regulator 
z inzulinom povzročene eksocitoze GLUT4 in posledično privzema glukoze v kri (31). 
Učinki SSZ pri bolnikih (in vivo) s SB2, ki so se zdravili zaradi revmatične bolezni, 
kažejo na njegovo hipoglikemično delovanje (9, 10). Predvidevamo, da SSZ deluje 




2) Fosforilacija AS160 je ključen dogodek za translokacijo GLUT4. Aktivirana AMPK 
spodbudi fosforilacijo proteina AS160 in s tem regulira privzem glukoze (32). 
Neobjavljene ugotovitve na Inštitutu za patološko fiziologijo kažejo, da tudi SSZ deluje 
kot neposredni aktivator AMPK, zato smo predpostavili, da SZZ poveča fosforilacijo 
AS160 v skeletnomišičnih cevčicah L6. 
3) Stimulacija poti MAPK ni nujno potrebna za presnovne učinke inzulina (61). Pri 
sladkornih bolnikih s SB2 in povečano telesno maso se inzulinska rezistenca v skeletni 
mišici razvije v povezavi z IRS proteini, z regulatorno enoto PI3K, vendar ne vključuje 
MAPK signalne poti, saj njena stimulacija z inzulinom poteka normalno (43). Glede na 
to sklepamo, da SSZ ne bo imel učinka, saj je signalna pot Ras/ERK pri inzulinski 
rezistenci normalno odzivna.  
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3 MATERIALI IN METODE 
Celotno eksperimentalno delo smo naredili na Inštitutu za patološko fiziologijo na Medicinski 
fakulteti, Univerza v Ljubljani, v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo. Pri delu s 
celičnimi kulturami in vitro smo upoštevali pogoje aseptičnega dela in s tem zagotovili čim 
manjšo možnost kontaminacije. 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti, kemikalije, mediji 
Pri delu s celičnimi kulturami smo medij, reagente in ostale spojine pridobili pri družbi 
Thermofisher Scientific (Invitrogen, Gibco®, Washington, ZDA). Uporabljeno 1 M HCl smo 
kupili pri Merck KgaA (Darmstadt, Nemčija), uporabljen metanol (100-%) pa pri Alkaloid 
(Skopje, Makedonija). Vse reagente, za katere ni navedeno oziroma omenjeno drugače, smo 
kupili pri Merck (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA).  
3.1.2 Učinkovine 





Sulfasalazin dimetilsulfoksid 0,3 mM 
Sigma-Aldrich®, St. 
Louis, Missouri, ZDA 
Inzulin PBS 120 nM 
Actrapid, Novo Nordisk, 
Bagsvaerd, Danska 






Preglednica III: Uporabljena oprema 
Oprema Uporaba Proizvajalec, kraj 
Centrifuga Centrifugiranje vzorcev 
ThermoFisher, Scientific, 
Waltham, ZDA 
Denzitometer GS-800 BioRad 
Slikanje filma in denzitometrična 
analiza filma prenosa western 
BioRad®, Hercules, Kalifornija, 
ZDA 
Digestorij 
Priprava vzorcev, rokovanje z 
metanolom, sušenje membran 
 
Inkubator za celične linije 
HeracellTM 
Gojenje celičnih linij (kultura 
podganjih skeletnomišičnih cevčic 
L6) 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA 
Laminarij (brezprašna komora) 
Menjava medija, izvajanje 
poskusov na celičnih linijah 
Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija 
Mikroskop ZEISS, Axiovert 25, 
HB050/AC 
Pregledovanje celic Zeiss, Jena, Nemčija 
Naprava za razvijanje filmov 
Curix 60 
Razvijanje rentgenskih filmov 
Agfa HealthCare®, Greenville, 
Južna Karolina, ZDA 
Sistem za elekroforezo BioRad, 
Criterion Cell 
Elekroforeza 
BioRad Laboratories Inc., 
Hercules, ZDA 
Sistem za prenos western 
BioRad, Criterion Blotter 
Prenos western BioRad Laboratories Inc., 
Hercules, ZDA 
Sonifikator UP50H Homogeniziranje vzorcev pred 
prenosom western 
Hielscher Ultrasonics, Teltow, 
Nemčija 
Stresalnik Stresanje membrane med 
blokiranjem, spiranjem, inkubacijo 
v primarnih in sekundarnih 
protitelesih 
Domel, Škofja Loka, Slovenija 
Tehtnica AB54-S Tehtanje učinkovin za pripravo 
založnih raztopin 
Mettler Toledo, Švica 
Tehtnica Mettler PI210N Tehtanje posnetega mleka v prahu Kemomed d.o.o., Kranj, Slovenija 
Termomikser Denaturacija proteinov (priprava 
vzorcev) 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Topla kopel Segrevanje reagentov, medijev na 
37ºC 
VWR Scientific, Trevor, 
Wisconsin, ZDA 





3.2.1 Kultura podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 
Celične linije podganjih celic L6, ki smo jih pridobili iz zbirke ATCC (Manassas, Virginija, 
ZDA), smo najprej odmrznili iz tekočega dušika (–196 ºC). Do uporabe smo jih vzdrževali po 
navodilih proizvajalca. Pri poskusih smo uporabili celične linije do 6. pasaže (P6). 
Adherentne celične kulture smo gojili v rastnem mediju MEM-α (+) z nukleozidi (10-% (v/v) 
fetalni goveji serum (FBS); 0,3-% (v/v) Amfotericin B; 1-% (v/v) PenStrep) v gojitvenih 
posodah za celične kulture, ki so velike 75 cm2 (BD Biosciences, San Jose, Kalifornija, ZDA 
ali TPP Techno Plastik Products, Trasadingen, Švica). S pomočjo invertnega mikroskopa smo 
opazovali konfluentnost celic. Celice smo presadili, ko še niso porasle celotne podlage (80- do 
90-% konfluentnost; semi-konfluentnost), torej preden je prišlo do kontaktne inhibicije in 
popolnega prenehanja rasti. Iz gojitvenih posodic smo odstranili medij, celice sprali s fosfatnim 
pufrom z NaCl (PBS – angl. phosphate-buffered saline) in dodali tripsin segret na 37 ºC. Da je 
tripsinizacija potekla, smo za nekaj minut dali gojitvene posode v inkubator (temperatura 37 ºC, 
atmosfera nasičena z vodno paro – 95 % vlažnost, 5 % CO2 in 20 % O2). Z invertnim 
mikroskopom smo preverili, če so se celice odlepile od podlage posodic in dodali proliferacijski 
medij MEM-α (+) nukleozidi (10-% (v/v) FBS; 0,3-% (v/v) Amfotericin B; 1-% (v/v) PenStrep) 
in jih srednje gosto posadili v ploščice z 12 vdolbinami (BD Biosciences, San Jose, Kalifornija, 
ZDA ali TPP Techno Plastik Products, Trasadingen, Švica). Nato smo naslednji dan zamenjali 
medij, dodali smo diferenciacijski medij MEM-α (+) nukleozidi (2-% (v/v) FBS; 0,3-% (v/v) 
Amfotericin B; 1-% (v/v) PenStrep). Med procesom diferenciacije, ki je potekal 7 do 9 dni, smo 
3-krat tedensko odsesali medij in dodali svežega.  24 ur pred koncem poskusa smo celice 2-krat 
sprali s PBS in jih tretirali z medijem brez FBS in nukleozidov (MEM-α (-)), (angl. serum 
starvation). V času inkubacije so bile celice gojene pod naslednjimi fizikalno-kemijskimi 
pogoji: temperatura (37 ºC); vlažnost (95-%); plini (5 % CO2 in 20 % O2); pH medija (7,2–7,5); 




Slika 3.1: Kultura podganjih skeletnomišičnih cevčic L6. A) Podganje cevčice pred diferenciacijo. B) 
Podganje cevčice na 8. dan diferenciacije. Sliki sta bili narejeni z invertnim mikroskopom – 100-kratna povečava. 
3.2.2 Prenos (odtis) western (angl. western blot)  
3.2.2.1 Priprava vzorcev za odtis western 
Po končanem poskusu smo celice na ploščah položili na led v digestorij in v vsako vdolbino 
dodali 150 µL 1x Laemmlijevega pufra (Preglednica IV), ki smo ga razredčili iz 4x 
Laemmlijevega pufra. Da bi dosegli enakomerno porazdelitev pufra po celotni površini, smo 
uporabili plastična strgala (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemčija). Ploščo z liziranimi 
vzorci smo odstavili iz ledu, celice postrgali in lizate prenesli v epice s pipeto. Vzorce smo nato 
homogenizirali s sonifikatorjem (20 pulzov), pri amplitudi 50 % in pulzom 0,5. Da bi dosegli 
denaturacijo proteinov, smo vzorce v epicah dali v termomixer za 20 minut pri 600 rpm in 56 
ºC. 
Preglednica IV: Sestava 1x Laemmlijevega pufra 
Kemikalija Količina 
Tris baza 378,45 mg 
Glicerol 5 g 
SDS 1 g 
1 M HCl 5 mL 
Bromofenol modro 1 mg 
β-merkapto etanol 2,5 mL 





Glicerol relativno poveča gostoto vzorcev v primerjavi s pufrom za elektroforezo in tako 
omogoči lažji nanos v žepke poliakrilamidnega gela (proteini se zberejo v tanko črto). Natrijev 
dodecil sulfat (SDS), detergent, denaturira beljakovine, se na njih veže sorazmerno njihovi masi 
in prekrije njihov lasten naboj. Veže se na proteinske polipeptidne vezi in jim da negativni naboj, 
kar pomeni, da beljakovine potujejo po elektroforeznem polju in se sorazmerno razporedijo 
glede na svojo maso. Bromfenol modro je barvilo, zaradi katerega lahko barvno (modro) 
spremljamo potovanje beljakovin po gelu. β-merkapto etanol reducira disulfidne (intra- in 
intermolekularne) vezi (62). 
3.2.2.2 Gelska elektroforeza (SDS-PAGE – angl. Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide 
Gel Electrophoresis) 
Vzorce smo pred nanosom na gel vorteksirali in centrifugirali pri 4.000 rpm za 4–5 sekund 
(»short spin«). Uporabili smo poliakrilamidni gradientni gel z 12 + 2 žepki (BioRad®, Hercules, 
Kalifornija, ZDA), ki smo ga vstavili v aparat za elektroforezo BioRad Criterion Cell. Razredčili 
smo pufer »XT MES Running Buffer 20x« (BioRad Laboratories Inc., ZDA) in dobili 1x pufer 
za elektroforezo, ki so smo ga nalili v aparat z gelom. Pazili smo, da na stiku gela in aparata ni 
bilo mehurčkov, ki bi motili potek elektroforeze. Vseh 14 žepkov gela smo sprali s pufrom za 
elektroforezo in prvi ter zadnji žepek napolnili z  beljakovinskim velikostnim markerjem (angl. 
»Full Range Rainbow Protein Molecular Weight Marker«) (GE Healthcare, Uppsala, Švedska). 
Da ne bi prišlo do zamenjave strani gela, smo na levo stran (V = 1,5 µL) nanesli drugačen 
volumen markerja kot na desno (V = 3,5 µL). V ostale žepke smo nanesli pripravljene vzorce 




Slika 3.2: Shema gelske elektoforeze. Žepke napolnimo s pomočjo pipete z vzorci, pripravljenimi v 
Laemmlijevem pufru. Denaturirani proteini s SDS so negativno nabiti in v elektromagnetnem polju potujejo od 
negativne katode do anode, ki je pozitivno nabita. Beljakovine, ki imajo manjšo molekulsko maso (MM) potujejo 
hitreje kot tiste z večjo MM in tako potujejo dlje, bližje k anodi. Prirejeno po (63). 
3.2.2.3 Prenos (transfer) proteinov na membrano 
Po uspešni elektroforezi smo prenesli proteine z gela na poliviniliden diflouridno (PVDF) 
membrano (Immobilon-P, Millipore®, Billerica, Massachusetts, ZDA). Postopek se je začel z 
aktivacijo membrane v 100-% metanolu za 40–60 sekund. Pripravili smo posodo za prenos 
BioRad Criterion Blotter tako da smo v notranjost položili magnetno mešalo in do oznake 
napolnili mrzlo delovno raztopino pufra za prenos western (Preglednica V). Pri prenosu smo 
sestavili »sendvič« strukturo (Slika 3.3) v raztopini pufra za prenos. Na kaseto smo položili 
gobico, 3 plasti filter papirja, membrano, gel, ponovno plasti filter papirja, gobico in kaseto 
zaprli. Med plastmi smo z valjčkom odstranili mehurčke, da bi zagotovili prenos s čim manj 
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motečimi dejavniki. Kaseto smo vstavili v prej pripravljeno posodo za prenos in okolico 
zapolnili z ledom, da bi preprečili pregrevanje. Prenos je trajal eno uro pri konstantni napetosti 
100 V. 
 
Slika 3.3: Shema sestavljene kasete (»sendviča«) pri prenosu beljakovin z gela na PVDF membrano. 
Gel in membrana sta v kaseti, ki jo umestimo v aparat za prenos, in sta tesno obdana s filter papirjem in gobicami. 
Pod napetostjo negativno nabite beljakovine potujejo od katode do pozitivne anode prek gela na membrano. 
Prirejeno po (64). 
 
Preglednica V: Sestava raztopine pufra za prenos western; 1 L. A) založna raztopina (tris-glicinski 
pufer); (10x); B) delovna raztopina (transfer pufer). 
A                                                                  B 
Kemikalija Količina 
Tris baza 37,9 g 
Glicin  180,2 g 
Destilirana voda do 1 L 
 
3.2.2.4 Barvanje s Ponceau S 
Po prenosu, smo membrano iz kasete sprali s pufrom TBST (angl. Tris Buffered Saline with 
Tween) (Preglednica VII) in po tem še 3-krat s 5-% (v/v) ocetno kislino. Da bi preverili 
uspešnost prenosa beljakovin na membrano in enakomernost nanosa vzorcev, smo membrano 
inkubirali v barvilu Ponceau S (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, ZDA ) (0,1-% (w/v) v 5-
% (v/v) ocetni kislini) za 1 minuto. Beljakovine so se obarvale v rdeči barvi na roza ozadju. 
Roza barvo na membrani smo odstranili s spiranjem v 5-% (v/v) ocetni kislini in nato membrano 
skenirali z barvnim skenerjem. Barvanje s Ponceau S ima svoje prednosti, saj je njegova uporaba 
hitra, enostavna in večkrat uporabna. Barvilo smo odstranili s spiranjem s pufrom TBST in nato 




Metanol (100-%) 100 mL 
SDS 10-% 1 mL 
Destilirana voda do 1 L 
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še z destilirano vodo. Membrano smo po razbarvanju posušili do suhega in tako zagotovili boljše 
blokiranje. 
Preglednica VI: Sestava raztopine z dodanim Tris pufrom (20x); (TBS – angl. Tris-buffered saline); 
1 L; pH 7,6. 
Kemikalija Količina 
Tris baza 48,4 g 
NaCl 160 g 
1 M HCl 24 mL 
 
Preglednica VII: Sestava raztopine z dodanim Tris pufrom (20x) in Tween-20; (TBST); 2 L. 
Kemikalija Količina 
TBS (20 x) 100 mL 
Tween-20 400 μL 
Destilirana voda do 2 L 
 
3.2.2.5 Blokiranje membrane 
Membrano smo ponovno aktivirali tako, da smo jo za nekaj sekund pomočili v 100-% metanol 
in jo nato sprali s TBST za nekaj minut. Da bi preprečili vezavo primarnih protiteles na 
nespecifična prosta vezavna mesta na membrani, smo membrano inkubirali eno uro, pri sobni 
temperaturi, na stresalniku v 7,5-% (w/v) posnetem mleku v prahu (Pomurske mlekarne, 
Ljutomer, Slovenija), pripravljeno v TBST.  
PVDF membrana, ki jo uporabljamo pri prenosu western ima visoko afiniteto do vezanja 
proteinov. Zaradi tega je pomembno, da pred detekcijo preprečimo nespecifično vezavo 
protiteles ali reagentov za detekcijo na preostala vezavna mesta. Na ta potencialna mesta se veže 
nemastno mleko pripravljeno v TBST in izboljša občutljivost metode ter zmanjša motnje ozadja, 
hkrati pa ne pride do spremembe epitopa za vezavo protiteles (65).  
3.2.2.6 Inkubacija membran s primarnimi in sekundarnimi protitelesi 
Po 1-urnem blokiranju smo membrano prerezali na več delov, tako da so na traku ostale 
preučevane beljakovine (Akt, AS160, ERK1/2, ACC, 4E-BP1). Pazili smo, da nismo proteina 
prerezali neposredno na njegovi sredini, saj nepopolnega ne bi mogli zaznati v celoti. Njegov 
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položaj smo predvidevali glede na njegovo velikost in si pomagali z mavričnimi barvami 
velikostnega markerja. Trakove smo nato večkrat sprali s TBST in jih ˝zapakirali˝ v plastične 
vrečke ter jih inkubirali z ustreznimi primarnimi protitelesi (Preglednica VIII) pripravljenimi v 
pufru za protitelesa (20 mM TBS, 0,1-% NaN3, 0,1-% BSA), pri 4 °C v hladni sobi, čez noč na 
stresalniku. 
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Naslednji dan smo membrane po inkubaciji 3-krat po 10 minut sprali s TBST. Sekundarna 
protitelesa (BioRad®, Hercules, Kalifornija, ZDA), ki smo jih uporabili, so bila IgG poliklonska 
protitelesa koze, konjugirana s hrenovo peroksidazo (HRP – angl. horseradish peroxidase). 
Razredčili smo jih v raztopini 5-% (w/v) mleka v pufru TBST. Redčitev smo ustrezno določili 
glede na izbrano protitelo (od 1:10.000 do 1:25.000). Ker smo delali z več membranami in 
različnimi primarnimi protitelesi, smo membrane ločili posebej v posodice in jih inkubirali v 5-
% (w/v) mleku pri sobni temperaturi, na stresalniku. Po končani 1-urni inkubaciji smo 
membrane večkrat sprali s pufrom TBST, skupno vsaj 30 minut.  
3.2.2.7 Detekcija specifičnih proteinov z ojačano kemiluminiscenco 
Detekcijo proteinov na membrani smo izvedli z metodo ojačane kemiluminiscence (ECL – angl. 
enhanced chemiluminescence) (Slika 3.4). Pri tem smo uporabili kemiluminiscentna reagenta, 
ki smo ju tik pred uporabo zmešali v razmerju 1:1. Reagent 1 je bila raztopina peroksida, reagent 
2 pa luminol (Pierce®, Thermo Scientific®, West Palm Beach, Florida, ZDA). Trakove 
membran smo po spiranju prenesli na mehke papirnate robčke in jih previdno osušili. Nato smo 
jih prestavili na čisto podlago in mešanico reagentov enakomerno nanesli s kapalko po celotni 
površini ter inkubirali eno minuto. Tekočino z membran smo ponovno osušili in trakove položili 
v kaseto za razvijanje filmov. V temnici smo v kaseto vložili rentgenski film (Agfa, Zagreb, 
Hrvaška), ki je bil izpostavljen svetlobi, ki je nastala v kemiluminiscenčni reakciji. 
 
Slika 3.4: Shema detekcije z ECL. Sekundarno protitelo, ki je konjugirano s HRP se veže na primarno protitelo. 
Slednji se še prej specifično veže na tarčni protein. HRP katalizira oksidacijsko reakcijo luminola z vodikovim 
peroksidom, pri kateri nastane svetloba pri 425 nm, ki jo detektiramo. Prirejeno po (66).  
Pri oksidaciji luminola s peroksidom (in katalizatorjem HRP) nastane 3-aminoftalat, ki oddaja 
energijo v obliki svetlobe pri 425 nm. Ekspozicijski čas smo določili glede na predhodne 
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poskuse oziroma ga primerno skrajšali/podaljšali glede na intenziteto svetlobe, ki jo je protein 
oddal. Filme smo razvili s pomočjo naprave za razvijanje rentgenskih filmov. Filme smo po 
končani detekciji označili (detektirani protein, oznaka poskusa, datum, čas ekspozicije, redčitev 
sekundarnih protiteles, položaj velikostnih markerjev) in analizirali na denzitometrični napravi 
ter shranili na temno. Membrane smo na koncu pomočili v 100-% metanol, jih posušili do konca 
ter shranili v zmrzovalnik pri –20 ºC. 
3.2.2.8 Statistična obdelava podatkov 
Rezultate poskusov smo statistično analizirali s pomočjo programa GrapPad Prism 6. Prav tako 
smo uporabili ta program za stvaritev in urejanje grafov. Rezultate smo prikazali kot povprečno 
vrednost ± standardna napaka povprečja (SEM – angl. standard error of the mean). Primerjavo 
razlike med kontrolnim vzorcem in ostalimi posameznimi vzorci smo analizirali z uporabo 
enosmerne ANOVE, ki ji je sledil Dunnettov ali Bonferronijev post hoc test s stopnjo zaupanja 
95 %. Statistično značilno razliko med vzorci smo označili s *, z upoštevano mejo P < 0,05. Pri 
poskusih, kjer smo opazovali učinek SSZ v določenem časovnem obdobju, smo za primerjavo 
med vzorci brez ali z vplivom SSZ, za dodatno analizo rezultatov uporabili dvosmerno ANOVO 





Vpliv SSZ na bazalno in z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo 
kinaze Akt v skeletnomišičnih cevčicah L6 
Da bi ugotovili ali SSZ učinkuje na inzulinsko signalno pot, smo diferencirane celice L6 (t.i. 
mišične cevčice) inkubirali s ali brez SSZ (0,3 mM) 8 ur, čemur je sledila stimulacija z 
inzulinom (120 nM) ali PDGF (50 ng/mL) v različnih inkubacijskih intervalih (5, 10, 15, 30 in 
60 minut). Aktivnost kinaze Akt smo ocenili z merjenjem njene fosforilacije na serinskem 
ostanku 473 (Ser473). V odsotnosti SSZ je bila fosforilacija Akt pod vplivom inzulina in PDGF 
največja po 5 minutah delovanja. Inzulin in PDGF sta povečala fosforilacijo Akt po 10 in 15 
minutah delovanja glede na bazalne razmere. PDGF je vplival na fosforilacijo Akt tudi po 
njegovem 30-minutnem tretiranju (Slika 4.1 A). Po ugotovitvi, da so cevčice odzivne na inzulin 
in PDGF, smo preizkusili, ali SSZ vpliva na fosforilacijo Akt. Najprej smo naredili poskus v eni 
sami časovni točki. Inzulin (20 min) in PDGF (10 min) sta povečala fosforilacijo Akt v 
prisotnosti in odsotnosti SSZ. Inkubacija s SSZ brez inzulina ali PDGF ni imela pomembnega 
učinka na fosforilacijo Akt (Slika 4.1 B). 
Ker je signalni odziv odvisen od časa, smo podrobneje preučili vpliv SSZ na Akt tako da smo 
stimulacijo z inzulinom ali PDGF izvedli v različnih časovnih intervalih. Gledali smo 
fosforilacijo kinaze Akt pod vplivom inzulina (Slika 4.1 C) ali PDGF (Slika 4.1 D) in v njuni 
kombinaciji s SSZ (0,3 mM; 8 h). Inzulin in PDGF sta ponovno povečala fosforilacijo Akt. 
Inzulin je fosforiliral Akt v vseh časovnih točkah, z daljšim časom inkubacije je trend 
fosforilacije padal. Z opazovanjem časovne kinetike in dodatnim analiziranjem rezultatov z 
dvosmerno ANOVO smo ugotovili, da SSZ zmanjša fosforilacijo Akt, ki je spodbujena z 
inzulinom (Slika 4.1 C). PDGF je pri 5, 10, 15 in 30 minutah delovanja povečal fosforilacijo 
Akt, pri 60 minutah pa te statistično značilne razlike ni bilo (Slika 4.1 D). Fosforilacija je 
dosegla vrh po 5 minutah delovanja inzulina in PDGF ter v njuni kombinaciji s SZZ prav tako. 




Slika 4.1: Vpliv SSZ (0,3 mM; 8 h) na fosforilacijo Akt (Ser473), spodbujeno z inzulinom ali s PDGF 
v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Enota merjene fosforilacije, ki je prikazana pri rezultatih je AE – 
arbitrarna enota. Fosforilacija Akt (pAkt) v podganjih skeletnomišičnih L6 cevčicah, ki so bile tretirane A) s PDGF 
ali z inzulinom določeno časovno obdobje (5, 10, 15, 30 in 60 min); B) z inzulinom (20 min), PDGF (10 min), in/ali 
SSZ (8 h); C) z inzulinom in D) s PDGF v njuni kombinaciji s SSZ določeno časovno obdobje. Uporabljena 
koncentracija inzulina (120 nM), PDGF (50 ng/mL) in SSZ (0,3 mM) je v vseh poskusih enaka. N=4-8. Rezultati 
so statistično značilno prikazani kot povprečje ± SEM glede na enosmerno (dvosmerno) ANOVO in uporabo 
Dunnettovega post hoc testa, s statistično značilno mejo P < 0,05 (oznaka *). Če ni drugače označeno, * predstavlja 
statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Nad vsako sliko grafa je še slika z reprezentativnim 





Vpliv SSZ na bazalno in z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo 
AS160 v skeletnomišičnih cevčicah L6 
Aktivnost AS160 smo določili glede na fosforilacijo serinskega ostanka 588 (Ser588). Najprej 
smo primerjali odziv na skeletnomišičnih cevčicah, med inzulinom (120 nM) in PDGF (50 
ng/mL). Rezultat tretiranja z inzulinom in s PDGF je bila povečana fosforilacija AS160 pri 5 
minutah (Slika 4.2 A). Da bi preverili učinek delovanja SSZ (0,3 mM; 8 h), smo pri poskusu 
opazovali njegov vpliv v enakih razmerah kot pri prejšnjih poskusih. Pomemben rezultat smo 
dobili že samo s primerjavo SSZ in bazalnimi razmerami (kontrolni vzorec), saj je SSZ 
statistično značilno (P < 0,0001) zmanjšal fosforilacijo proteina AS160. SSZ je zmanjšal 
fosforilacijo AS160 tudi v prisotnosti inzulina oz. PDGF (Slika 4.2 B). 
Da bi inhibicijo fosforilacije podrobneje preučili in potrdili, smo naredili še dva poskusa, kjer 
smo opazovali časovno kinetiko ob sočasnem delovanju SSZ z inzulinom (Slika 4.2 C) oz. s 
PDGF (Slika 4.2 D). Z njima smo še dodatno potrdili, da SSZ zavira fosforilacijo AS160 na 
ostanku Ser588 v odsotnosti ali prisotnosti inzulina ali PDGF, saj je bilo vidno zmanjšanje 




Slika 4.2: Vpliv SSZ (0,3 mM, 8 h) na fosforilacijo AS160 (Ser588), spodbujeno z inzulinom ali s 
PDGF v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Enota merjene fosforilacije je AE – arbitrarna enota. 
Fosforilacija AS160 (pAS160) v podganjih skeletnomišičnih L6 cevčicah, ki so bile tretirane A) s PDGF ali z 
inzulinom določeno časovno obdobje (5, 10, 15, 30 in 60 min); B) z inzulinom (20 min), PDGF (10 min), in/ali SSZ 
(8 h); C) z inzulinom in D) s PDGF v njuni kombinaciji s SSZ določeno časovno obdobje. Uporabljena 
koncentracija inzulina (120 nM), PDGF (50 ng/mL) in SSZ (0,3 mM) je v vseh poskusih enaka. N=4-8. Rezultati 
so statistično značilno prikazani kot povprečje ± SEM glede na enosmerno ANOVO in uporabo Dunnettovega (A, 
B) ali Bonferronijevega post hoc testa (C, D), s statistično značilno mejo P < 0,05 (oznaka *). Če ni drugače 
označeno, * predstavlja statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Nad vsako sliko grafa je še 





SSZ je močno zavrl fosforilacijo AS160. Da bi preverili, da ne gre za nespecifičen učinek SSZ 
na znotrajcelično signalizacijo, smo izmerili še fosforilacijo proteina 4E-BP1, ki ima pomembno 
vlogo pri uravnavanju translacije proteinov. Primerjali smo časovni odziv skeletnomišičnih 
cevčic pod vplivom inzulina (120 nM), PDGF (50 ng/mL) in/ali SSZ (0,3 mM; 8 h). Inzulin ni 
niti sam niti v kombinaciji s SSZ učinkoval na fosforilacijo proteina 4E-BP1 (Slika 4.3 A). SSZ 
je ob sinergističnem delovanju s PDGF povečal fosforilacijo 4E-BP1 glede na bazalne razmere 
pri vseh opazovanih časih, kot tudi v primerjavi s samim delovanjem PDGF pri 5, 15, 30 in 60 
minutah (Slika 4.4 B). Opazili smo tudi rahel trend povečanja fosforilacije 4E-BP1 z daljšim 
inkubacijskim časom pod vplivom SSZ. 
 
 
Slika 4.3: Vpliv SSZ (0,3 mM; 8 h) na fosforilacijo 4E-BP1 (Thr37/Thr46), spodbujeno z inzulinom 
ali s PDGF v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Enota merjene fosforilacije, ki je prikazana pri 
rezultatih je AE – arbitrarna enota. Fosforilacija 4E-BP1 (p4E-BP1) v podganjih skeletnomišičnih L6 cevčicah, ki 
so bile tretirane A) z inzulinom (120 nM) in B) s PDGF (50 ng/mL) v njuni kombinaciji s SSZ (0,3 mM; 8 h) 
določeno časovno obdobje (5, 10, 15, 30 in 60 min). N=4. Rezultati so statistično značilno prikazani kot povprečje 
± SEM glede na enosmerno ANOVO in uporabo Bonferronijevega post hoc testa, s statistično značilno mejo P < 
0,05 (oznaka *). Če ni drugače označeno, * predstavlja statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem. Nad sliki grafa je še slika z reprezentativnim primerom odtisa western in membrane, ki je bila obarvana 
z barvilom Ponceau S. 
Poleg določanja vpliva na fosforilacijo AS160, smo preučili tudi vpliv SSZ na acetil-CoA 
karboksilazo (ACC), ki je neposredna tarča AMPK in predstavlja posredno merilo aktivacije 
AMPK (6, 67).  Pri tretiranju skeletnomišičnih celic z inzulinom (120 nM, 20 min), PDGF (50 




smo pri poskusu z inzulinom samim in v kombinaciji s SSZ videli, da inzulin ni imel (statistično 
značilnega) vpliva na fosforilacijo ACC v nobeni določeni časovni točki (Slika 4.4 B). PDGF 
je sam povečal fosforilacijo ACC z vrhom pri 10 minutah, skupaj s SSZ prav tako (Slika 4.4 C). 
 
Slika 4.4: Vpliv SSZ (0,3 mM;, 8 h) na fosforilacijo ACC (Ser79), spodbujeno z inzulinom ali s PDGF 
v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Enota merjene fosforilacije je AE – arbitrarna enota. Fosforilacija 
ACC (pACC) v podganjih skeletnomišičnih L6 cevčicah, ki so bile tretirane A )z inzulinom (20 min), PDGF (10 
min), in/ali SSZ (8 h); B) z inzulinom in C) s PDGF v njuni kombinaciji s SSZ določeno časovno obdobje (5, 10, 
15, 30 in 60 min). Uporabljena koncentracija inzulina (120 nM), PDGF (50 ng/mL) in SSZ (0,3 mM) je v vseh 
poskusih enaka. N=4-8. Rezultati so statistično značilno prikazani kot povprečje ± SEM glede na enosmerno 
ANOVO in uporabo Dunnettovega post hoc testa, s statistično značilno mejo P < 0,05 (oznaka *). * predstavlja 
statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Nad vsako sliko grafa je še slika z reprezentativnim 





Vpliv SSZ na z inzulinom in s PDGF spodbujeno fosforilacijo kinaze 
ERK1/2 v skeletnomišičnih cevčicah L6 
Pri raziskovanju učinka SSZ na protein ERK1/2 smo sklepali na njegovo aktivacijo z merjenjem 
fosforilacije ERK1/2 na treoninskem ostanku 202 (Thr202) in tirozinskem ostanku 204 
(Tyr204). Najprej smo preverili, kakšna je odzivnost podganjih cevčic L6 na tretiranje z 
inzulinom (120 nM) in PDGF (50 ng/mL) brez SSZ (Slika 4.5 A). Inzulin je glede na kontrolni 
vzorec povečal fosforilacijo ERK1/2 po 15 minutah tretiranja. PDGF je povečal fosforilacijo, 
najmočneje po 5 minutah delovanja, nato je trend z daljšim časom padal. Ko smo potrdili, da so 
L6 cevčice odzivne na inzulin in PDGF, smo podrobneje opazovali vpliv kombinacije SSZ z 
inzulinom ali s PDGF v eni določeni časovni točki. Inzulin (20 min) in PDGF (10 min) sta 
povečala fosforilacijo ERK1/2. SSZ v kombinaciji z inzulinom in PDGF ni preprečil povečanja 
fosforilacije. Delovanje samega SSZ ni imelo učinka na fosforilacijo ERK1/2 (glede na bazalne 
pogoje) (Slika 4.5 B). 
Pri podrobnejšem opazovanju vpliva SSZ pri različnih inkubacijskih časih (5, 10, 15, 30 in 60 
minut) smo videli, da sta inzulin in PDGF povečala fosforilacijo ERK1/2 glede na kontrolni 
vzorec, in sicer v vsaki časovni točki opazovanja, z izjemo sočasnega tretiranja s PDGF in SSZ 
pri 60 minutah. Glede na rezultate ne moremo sklepati, da SSZ vpliva na fosforilacijo ERK1/2 
spodbujeno z inzulinom, saj ni bilo statistično značilne razlike med fosforilacijo povzročene 
samostojno z inzulinom in s SSZ spodbujeno fosforilacijo (Slika 4.5 C). Rezultati pri 
opazovanju fosforilacije ERK1/2 glede na delovanje PDGF in SSZ so nam pokazali, da SSZ na 




Slika 4.5: Vpliv SSZ (0,3 mM; 8 h) na fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204), spodbujeno z inzulinom 
ali s PDGF v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Enota merjene fosforilacije  je AE – arbitrarna enota. 
Fosforilacija ERK1/2 (pERK1/2) v podganjih skeletnomišičnih L6 cevčicah, ki so bile tretirane A) s PDGF ali z 
inzulinom določeno časovno obdobje (5, 10, 15, 30 in 60 min); B) z inzulinom (20 min), PDGF (10 min), in/ali SSZ 
(8 h); C) z inzulinom in D) s PDGF v njuni kombinaciji s SSZ določeno časovno obdobje. Uporabljena 
koncentracija inzulina (120 nM), PDGF (50 ng/mL) in SSZ (0,3 mM) je v vseh poskusih enaka. N=4-8. Rezultati 
so statistično značilno prikazani kot povprečje ± SEM glede na enosmerno (dvosmerno) ANOVO in uporabo 
Dunnettovega post hoc testa, s statistično značilno mejo P < 0,05 (oznaka *). Če ni drugače označeno, * predstavlja 
statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Nad vsako sliko grafa je še slika z reprezentativnim 






Podatki v literaturi kažejo, da bi SSZ lahko povečal tveganje za nastanek hipoglikemije (9, 10). 
Neobjavljeni rezultati v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo nakazujejo, da SSZ deluje 
kot aktivator AMPK. Ker farmakološki aktivatorji AMPK povečajo delovanje inzulina in 
privzem glukoze v mišicah, smo preučili, ali SSZ spodbuja odziv skeletnomišičnih celic na 
inzulin. Rezultati v okviru te naloge razkrivajo, da SSZ ne izboljša delovanja inzulina in da celo 
zmanjša fosforilacijo AS160, kar je ključni dogodek za translokacijo GLUT4 na membrano. 
Naši rezultati torej ne podpirajo hipoteze, da SSZ spodbuja privzem glukoze v skeletne mišice. 
Opaženi so bili ugodni učinki salicilatov na raven glukoze v krvi pri sladkornih bolnikih, in sicer 
naj bi ti delovali antihiperglikemično. Salsalat deluje  kot neposredni aktivator AMPK  in poveča 
transport glukoze v skeletno mišico (5, 60). Na aktivnost AMPK naj bi prav tako vplival SSZ. 
Skladno s tem so v poročilu o primeru z nadaljnjo retrospektivno študijo nakazali na povečano 
tveganje hipoglikemije pri pacientih z revmatično boleznijo in SB2 ob jemanju SSZ (9). 
Sladkorni bolnik z okvaro ledvic in Chronovo boleznijo, je ob zdravljenju s SSZ prešel v 
obstojno hipoglikemijo, po treh dneh, ko je končal z jemanjem SSZ, pa se je vzpostavila 
normoglikemija (10). Raziskovanje na živalskih modelih je pokazalo, da naj bi SSZ blokiral 
nastanek retinalne angiopatije pri diabetičnih podganah, v povezavi z zaviranjem z diabetesom 
povzročene aktivacije NF-κB, ki modulira vnetni odziv (11). Glede na to bi sklepali, da SSZ pri 
SB2 lahko izboljša delovanje inzulina in poveča privzem glukoze.  
Naše ugotovitve ne podpirajo hipoteze o SSZ in njegovi neposredni spodbudi privzema glukoze 
v mišico. Kljub temu da je SSZ farmakološki aktivator AMPK, se njegov končni učinek ne kaže 
v privzemu glukoze. Pri preučevanju (novih) farmakoloških aktivatorjev AMPK in raziskovanju 
substratov, na katere ta deluje, bo izziv v prihodnosti predstavljala natančna določitev tarč 
AMPK, ki sodelujejo pri ugodnih učinkih ob aktivaciji kinaze. Na farmacevtskem trgu je 
dostopno zdravilo, ki deloma izraža svoje učinke prek AMPK, in sicer je to metformin, ki se 
pogosto uporablja kot monoterapija ali v kombinaciji z ostalimi peroralnimi antidiabetiki pri 
SB2. SSZ je zdravilo, ki se uporablja za zdravljenje revmatičnih in vnetnih črevesnih bolezni, 
nima pa indikacije v povezavi s presnovnimi motnjami. Ljudje, ki imajo hkrati SB2 in 
revmatično bolezen, pri čemer uporabljajo SSZ, glede na naše rezultate ne bodo dosegli 
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hipoglikemičnega stanja zaradi z AMPK spodbujenega privzema glukoze v skeletne mišice. 
Seveda pa moramo biti previdni pri ekstrapolaciji rezultatov v in vivo sistem, saj smo rezultate 
pridobili na celičnih kulturah skeletnomišičnih celic podgane, kjer smo opazovali delovanje SSZ 
in ne njegov vpliv na izločanje glukoze iz trebušne slinavke, zaradi česar je lahko prišlo do 
razlike med kliničnimi podatki in našimi eksperimentalnimi rezultati.  
Vpliv SSZ na bazalno in z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo kinaze Akt v 
skeletnomišičnih cevčicah L6 
Želeli smo ugotoviti, ali SSZ vpliva na inzulinsko signalno pot. Glede na opažene 
antidiabetogene učinke pri ljudeh in živali smo predvidevali, da SSZ spodbudi fosforilacijo Akt, 
kar smo natančneje preučevali pri naši prvi hipotezi na in vitro modelu v skeletnomišičnih 
cevčicah L6. V primeru, da bi SSZ neposredno učinkoval na inzulinsko signalno pot, bi na 
primer lahko vplival na fosforilacijo kinaze Akt, ki je ključna za kaskado reakcij pri delovanju 
inzulina. Pričakovali smo povišano fosforilacijo Akt ob vplivu SSZ in sicer že na bazalni ravni, 
saj je PI3K/Akt glavna signalna pot pri transdukciji signala inzulina, ki se kaže v privzemu 
glukoze. Naši rezultati so pokazali ravno nasprotno, saj SSZ ni spodbudil fosforilacije Akt, 
temveč jo je v prisotnosti inzulina celo inhibiral, zato prve hipoteze tako ne moremo potrditi. 
Glede na rezultate lahko predvidevamo, da SSZ vpliva na substrat, ki je vključen pri inzulinski 
signalni poti in deluje med receptorjem za inzulin ter Akt, saj je SSZ imel vpliv na zmanjšanje 
fosforilacije Akt, spodbujene z inzulinom, ni pa zmanjšal fosforilacije Akt, spodbujene s PDGF.  
PI3K in Akt imata pomembno vlogo in sta vključena v stimulacijo privzema glukoze, 
spodbujenega z inzulinom (21, 69). PI3K je neposredno aktivirana s fosforilacijo tirozinskega 
mesta na PDGFR, medtem ko so pri inzulinskem receptorju vključeni še IRS (68). Po 
pričakovanjih sta inzulin in PDGF povečala fosforilacijo Akt. Kljub povišani fosforilaciji Akt 
in translokaciji GLUT4 pod vplivom PDGF, so raziskovalci odkrili, da stimulacija vseh 
potrebnih signalnih molekul s PDGF, ki se odraža na značilnem zmanjšanju glukoze v krvi (in 
vivo), ni zadostna (69). Aktivnost Akt smo ocenjevali glede na raven fosforilacije ostanka 
Ser588. Ob večji fosforilaciji smo sklepali na sorazmerno večjo aktivacijo. Čeprav je bila pri 
naših poskusih fosforilacijo Akt, merjena v arbitrarnih enotah, večja pod vplivom PDGF kot 
pod vplivom inzulina (Slika 4.1 A), ne moremo reči, da PDGF in vivo bolj učinkuje na 
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fosforilacijo Akt v skeletni mišici. Pri poskusih in vitro na različno stanje lahko vpliva različna 
uporabljena koncentracija za dosego enake ravni učinkov in različna pogostost receptorjev, 
prisotnih na površini skeletnomišičnih celic. Koncentracija PDGF uporabljena pri poskusih je 
bila 50 ng/mL, kar v molarni koncentraciji znaša približno 2 pM.   
Glede na opazovane rezultate (Slika 4.1) in ujemanje povišane fosforilacije Akt pri 5-minutni 
inkubaciji z obema različnima stimulansoma, tako z inzulinom kot s PDGF (tudi pod vplivom 
SSZ), nam je odzivnost cevčic na fosforilacijo pri in vitro razmerah nakazala, da si inzulin in 
PDGF delita določene substrate pri signalni poti. Podobne rezultate so dobili tudi drugi pri 
proučevanju vpliva na translokacijo GLUT4 s to razliko, da je bil vrh fosforilacije Akt pri drugi 
študiji po 7 minutah delovanja (68). Glede na naše rezultate sklepamo, da ima veliko vlogo 
PI3K, saj je ta posredni element pri transdukciji signala.  
Vpliv SSZ na bazalno in z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo AS160 v 
skeletnomišičnih cevčicah L6 
Pri drugi hipotezi nas je zanimalo, kako se AS160 odzove na učinek SSZ. Kot ključen substrat 
kinaze Akt, ki je odgovoren za translokacijo GLUT4 smo pričakovali povišano fosforilacijo 
AS160 ob vplivu SSZ. Najpomembnejši rezultat raziskovalnega dela nam je nakazal, da SSZ 
inhibira fosforilacijo AS160. Inhibicija fosforilacije AS160 v vsaki časovni točki opazovanja, 
ki je bila stimulirana z inzulinom ali s PDGF pod vplivom SSZ, je zanimiva ugotovitev. Glede 
na preučevane mehanizme delovanja Akt in posledično fosforilacijo AS160 je ta ključna za 
nadaljnji potek reakcij, transport GLUT4 in privzem glukoze v skeletni mišici. Lahko sklepamo, 
da SSZ ne povzroči privzema glukoze pri inzulinski signalni poti in da ne izboljša delovanja 
inzulina. Zaradi inhibicije fosforilacije Akt in AS160 bi lahko sklepali, da SSZ privzem glukoze 
v mišico celo zavira. To predpostavko bi lahko preverili z merjenjem privzema [3H]-2-
deoksiglukoze v mišične celice. 
Na tej točki je potrebno razmisliti, kako bi SSZ lahko inhibiral fosforilacijo AS160. Že na 
fosforilacijo Akt, ki je bila spodbujena z inzulinom, je deloval zaviralno, torej se delno inhibicija 
fosforilacije AS160 verjetno odraža tudi zaradi tega. Inhibicija fosforilacije AS160 je bila 
opazna že pri delovanju samega SSZ glede na kontrolni vzorec, medtem ko SSZ samostojno 
glede na kontrolni vzorec na bazalno raven fosforilacije Akt ni učinkoval. Iz rezultatov pri 
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časovno odvisnem tretiranju (angl. time course) s SSZ (Slika 4.2 C, D) lahko predvidevamo, da 
SSZ neposredno vpliva na fosforilacijo proteina AS160 in s tem posledično na njegovo 
aktivnost. Mehanistično gledano, SSZ torej najbolj verjetno deluje tudi nekje med Akt in AS160 
in ne le med inzulinskim receptorjem in Akt. Potrebno bi bilo dodatno ugotoviti, zakaj SSZ 
inhibira fosforilacijo proteina AS160. AS160 ima več fosforilacijskih mest, ki so uravnavana 
prek različnih poti. Mi smo gledali le eno mesto, in sicer serinski ostanek 588 (Ser588). Lahko 
bi raziskali, če SSZ učinkuje tudi na katero izmed drugih mest. Še posebej zanimiva 
fosforilacijska mesta preučevanja bi bila Thr642, Ser666 ter Ser318, Ser341, Thr568, Ser570 in 
Ser751. 
Kljub očitni inhibiciji fosforilacije kinaze AS160, smo preverili, če SSZ mogoče specifično 
vpliva na signalizacijo v mišičnih celicah L6. To smo naredili z opazovanjem fosforilacije 
substrata 4E-BP1, ki se signalni poti glede na AS160, fosforilira pri nadaljnjih procesih (angl. 
downstream). SSZ je povečal fosforilacijo 4E-BP1 skupaj s PDGF, kar pomeni, da znižana 
fosforilacija AS160 pod vplivom SSZ ni nekakšen nespecifičen učinek, zaradi katerega bi se 
neselektivno zmanjšala fosforilacija različnih kinaz in drugih fosfoproteinov.  
Pri proteinu ACC lahko z merjenjem njegove fosforilacije ocenimo delovanje AMPK, saj je 
njen neposredni substrat (67). Ob aktivaciji AMPK se tako poveča tudi fosforilacija ACC. SSZ 
naj bi bil aktivator AMPK, torej naj bi posredno vplival na fosforilacijo ACC, ki naj bi bila ob 
delovanju SSZ tako vsaj blago stimulirana. Inzulin ima na splošno obraten učinek, in sicer 
znižuje fosforilacijo ACC. Pri našem preučevanju vpliva SSZ na ACC smo opazili rahel trend 
zniževanja fosforilacije ACC z daljšim inkubacijskim časom (Slika 4.4 B). Stimulacije pri 
fosforilaciji ACC, z izjemo pri sinergističnem delovanju PDGF in SSZ ter PDGF samem pri 10 
minutah, nismo videli. Na podlagi teh rezultatov ne moremo sklepati, da SSZ in inzulin nimata 
učinka na fosforilacijo ACC, temveč bi bilo potrebno poskus ponoviti. 
Vpliv SSZ na z inzulinom in s PDGF spodbujeno fosforilacijo kinaze ERK1/2 v 
skeletnomišičnih cevčicah L6 
Signalna pot ERK1/2 ni osrednja pot uravnavanja metabolizma v mišici. Pri inzulinski rezistenci 
v skeletni mišici je normalno odzivna na inzulin (43), kar je poglavitni razlog, zakaj smo jo 
podrobneje preučili. Čeprav se biološki proces aktivacije ERK1/2 ne kaže v privzemu glukoze, 
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smo preučili, kako SSZ učinkuje na signalno pot MAPK, saj nanj vpliva fosforilacija 
inzulinskega receptorja in posledično aktivacija PI3K, ki je pri inzulinski signalni poti zelo 
pomembna. ERK1/2 se odzove na rastne dejavnike, zato smo v poskuse vključili tudi PDGF, ki 
je fosforilacijo ERK1/2 pričakovano povečal. S poskusom na modelu podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah L6 smo primerjali odzivnost fosforilacije ERK1/2 na SSZ, inzulin, 
PDGF in kombinacijo SZZ z inzulinom oziroma PDGF. Ker je pri ljudeh s SB2 in povišano 
telesno maso signalna pot MAPK, če je stimulirana z inzulinom, normalno odzivna (43), smo 
pričakovali, da SSZ ne bo učinkoval na fosforilacijo ERK1/2. SSZ ni niti sam glede na kontrolni 
vzorec, niti v kombinaciji z inzulinom preprečil povišanja fosforilacije v primerjavi z 
učinkovanjem samo inzulina. Tretiranje podganjih celic s SSZ pa je znižalo fosforilacijo 
ERK1/2, spodbujeno s  PDGF (Slika 4.5). SSZ torej ne učinkuje na z inzulinom spodbujeno 
fosforilacijo kinaze ERK1/2, vpliva pa na fosforilacijo spodbujeno s PDGF, zato lahko tretjo 
hipotezo samo delno potrdimo. 
Inzulin povzroči največ svojih presnovnih učinkov prek PI3K signale poti. V nasprotju s tem, 
inhibicija aktivacije ERK1/2 ne zmanjša z inzulinom stimuliranega transporta glukoze ali 
sintezo glikogena (43), saj akutna farmakološka inhibicija MAPK, nima vpliva na metabolične 
učinke inzulina (49). Del ERK1/2 je lahko torej aktiviran prek PI3K poti, del pa prek PDGFR 
in aktivacije Shc, kjer ima PDGF poglavitno vlogo. Iz prejšnjih raziskav vemo, da se na površju 
skeletnomišičnih cevčic nahajajo tako PDGFR kot inzulinski receptorji (43, 68). S tem ko smo 
videli, da je največja stimulacija fosforilacije ERK1/2 z inzulinom v primerjavi s PDGF časovno 
različna, si lahko razlagamo, da si inzulin in PDGF delita skupne signalne molekule, katerih 
aktivacija se razlikuje glede na čas. 
Vsekakor bi lahko podkrepili naše ugotovitve z dodatnimi poskusi v kulturi na podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah oziroma še bolje na človeških skeletnomišičnih celicah, ki bi bile 
rezistentne na inzulin. V tem primeru, ko je aktivacija PI3K/Akt signalne poti oslabljena, se 
odražanje presnovnega učinka inzulina prenese na MAPK signalno pot. Pri tem bi se lahko tu 





Izbrana koncentracija SSZ 
Pri izbiri koncentracij uporabljenih reagentov pri celičnih poskusih, smo uporabili običajne 
koncentracije pri delu in vitro. Koncentracija SSZ, ki smo jo uporabili pri naših celičnih 
poskusih, je bila 300 µM. Terapevtsko dosežena serumska koncentracija SSZ pri ljudeh je 38 
µM–77 µM (70). Naša uporabljena koncentracija SSZ je bila torej višja od tiste, ki jo uporabljajo 
pri pacientih (in vivo). Pri kliničnih študijah na ljudeh, kjer so preučevali SB2, so dosegli in 
preučevali učinke pri serumski koncentraciji salsalata 1 mM (60). Pri inkubaciji SSZ pri večjih 
koncentracijah lahko prej pričakujemo odziv na fosforilacijo. Da bi preučili tudi vpliv različnih 
koncentracij učinkovine SSZ na fosforilacijo izbranih proteinov, bi morali izvesti še 
koncentracijsko odvisne poskuse. Pri opazovanju učinka SSZ v in vivo sistemih se moramo 
zavedati možnosti nastanka stranskih učinkov, saj ima SSZ lahko pri višjih koncentracijah 
toksičen učinek.  
Raziskovalni model podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 
Vsak model, ki ga uporabimo pri poskusih ima določene prednosti oziroma slabosti. Pri izbiri 
modela se moramo zavedati njegovih lastnosti, upoštevati etične in licenčne pogoje ter možnost 
prenosa v realno oz. klinično stanje. 
Kulturo podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 so raziskovalci velikokrat uporabili za 
raziskovanje signalnih poti v skeletni mišici. Pri tem so preučevali tudi odziv vključenih 
substratov pri inzulinski signalni poti pod vplivom inzulina, rastnih faktorjev, miokinov in 
drugih dejavnikov. Preučili so fiziologijo in vlogo skeletnih mišic, proces diferenciacije in 
njihov mehanizem delovanja ob poškodbi oz. ob regeneraciji (72). Za nas so podganje cevčice 
predstavljale enostaven model pri opazovanju preliminarnih odzivov, s katerimi smo določili 
izbrano koncentracijo pri poskusih in kasneje pri opazovanju časovne kinetike in vpliva SSZ. 
Cevčice L6 bi bile uporabne tudi za opazovanje vpliva toksičnosti spojin in odziva ob uporabi 
učinkovin v razponu različnih koncentracij. Njihova pomanjkljivost se kaže v morebitnih 
razlikah v presnovi, v primerjavi s človeškimi skeletnomišičnimi celicami, zaradi drugačnih 
fizioloških funkcij. Navsezadnje gre za celice, ki izvirajo iz podgan.  
V primeru celičnih linij se biološke lastnosti celic spremenijo in pridobijo nekatere lastnosti, ki 
jih v fizioloških razmerah nimajo (na primer sposobnost nadaljnje rasti po več pasažah). Po 
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drugi strani pa izgubijo lastnosti, ki bi jih morale imeti (na primer kontraktilnost). Celične linije 
težje ohranijo pomembne fenotipske spremembe skozi večje število pasaž. Poleg L6 mioblastov, 
so na voljo tudi mišične celične linije, ki se pogosto uporabljajo za raziskovanje molekularnih 
mehanizmov, kot so na primer C2C12 mioblasti. Če se osredotočimo na značilnosti podganjih 
L6 celic, ki smo jo uporabili pri naših poskusih, lahko rečemo, da kažejo spremenjene 
značilnosti v rasti (padajoči čas podvajanja) in oslabljeno diferenciacijo (zmanjšanje 
sposobnosti oblikovanja mišičnih cevčic – ang. myotubes) skozi čas oziromaa z naraščajočim 
številom pasaž. To je posledica izbire mioblastov, ki rastejo hitreje od povprečne populacije, 
medtem ko postopoma izgubijo sposobnost oblikovanja mišičnih cevčic. Da bi se tej fenotipski 
spremembi izognili in ohranili fiziološke značilnosti, smo obnovili linije iz celic, zmrznjenih pri 
nizkih pasažah. Naredili smo eksperimente na cevčicah do vključno 6. pasaže (P6). 
Uporabili bi lahko tudi kulturo človeških primarnih skeletnomišičnih celic. Tukaj prednost 
predstavlja donorsko specifičen odziv, ki delno ohrani presnovne značilnosti, ki so drugače 
navzoče in vivo. Pri tem modelu bi morali narediti več poskusov, z večjim številom ponovitev, 
zaradi variabilnosti rezultatov. Primarne človeške celice so pomemben model za raziskave s 
področja (pato)fiziologije in farmakologije človeške skeletne mišice, tako v industrijskem kot v 
akademskem svetu, saj predstavljajo povezavo med raziskovanjem, teoretičnimi osnovami in 
učinkovitim terapevtskim prenosom (73). 
Prednosti in slabosti uporabljene metode: odtis western 
Prednost odtisa western se kaže v njegovi občutljivosti zaznave določenega proteina, saj protein 
lahko zaznamo že pri zelo majhnih količinah (na nivoju pikograma). Večja občutljivost pomeni 
tudi zmanjšanje stroškov zaradi manjše porabe primarnih protiteles. Sposobnost ojačitve signala 
prek sekundarnih protiteles je prav tako finančno ugodna. Na specifičnost in občutljivost metode 
vplivata dva pomembna faktorja. Prvič, razporeditev vzorca proteinov s pomočjo gelske 
elektroforeze glede na naboj ter velikost in drugič, specifičnost interakcije protitelo-tarčni 
protein. Zaradi te selektivne narave določenega protitelesa, lahko zaznamo tarčni protein v 
mešanici več 100.000 različnih proteinov (74). Uporaba odtisa western lahko tudi nadomešča 
bolj zapletene metode za določanje aktivnosti signalnih poti. Na primer, s tem, ko izmerimo 
fosforilacijo ACC, se izognemo radiometričnim metodam za določanje encimske aktivnosti 
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AMPK. Ta prednost vključuje hkrati tudi slabost, saj s tem ne merimo neposredne aktivnosti 
AMPK, vendar je kljub temu uporabna. 
Tako kot vsaka raziskovalna metoda, ima tudi odtis western svoje omejitve. Slabost celotnega 
postopka je dolgotrajnost metode, saj je časovno zahtevna. Vsak korak pri postopku, ki ga 
naredimo, vpliva na naslednjega, zato je potrebna izkušenost raziskovalcev. Na primer, za 
ustrezne rezultate moramo previdno izbrati koncentracijo primarnih protiteles. Poleg tega je 
prenos western semi-kvantitativen test, zato ne moremo točno določiti koncentracije proteina v 
vzorcu. Omejeni smo na primarna protitelesa določenega proizvajalca, če torej ta niso dostopna 
na trgu, analize na želenem proteinu ne moremo izvesti. Pri tem ne potrebujemo le primarnih 
protiteles, temveč tudi sekundarna. Za nakup protiteles pa so potrebna tudi precejšnja finančna 
sredstva. Nenazadnje moramo biti pri interpretaciji rezultatov previdni tudi zaradi možnost 
nespecifične interakcije protiteles z ostalimi prostimi mesti na membrani. To vsaj delno 
preprečimo s čim boljšim blokiranjem membrane (74). 
Predlogi in izboljšave eksperimentalnega pristopa 
Pri preučevanju učinka SSZ smo dobili odgovore z interpretacijo rezultatov glede na merjeno 
fosforilacijo proteinov, kljub temu da nismo dobili neposrednih rezultatov meritev njihove 
aktivnosti. Če bi torej izmerili njihovo neposredno aktivnost in ne samo fosforilacijo, bi dobili 
še točnejši pogled v dogajanje pri transdukciji inzulinske signalne poti pod vplivom SSZ. Pri 
fosforilaciji Akt smo se pri raziskovalnem delu osredotočili na fosforilacijsko mesto Ser473. Da 
bi odziv na inzulin bolj podrobno opredelili, bi bilo potrebno preučiti še, kako se odzivnost 
mišičnih cevčic pod vplivom SSZ razlikuje na treoninskem ostanku 308 (Thr308), ki ga 
fosforilira PDK1 in je torej drugače uravnavan kot Ser473. Primerna fosforilacijska mesta za 
dodatno preučevanje kinaze AS160 so omenjena zgoraj. Boljše in bolj zanesljive rezultate bi 
prav tako dobili, če bi naredili večje število ponovitev, kljub temu da ima model podganjih 
skeletnomišičnih cevčic lastnost nizke variabilnosti rezultatov. 
Kot je bilo že omenjeno, bi lahko raziskovanje nadgradili s poskusi na kulturi primarnih 
človeških skeletnomišičnih celicah oziroma na izolirani podganje mišici. Z biopsijo mišic bi 
lahko preučili nenormalnosti pri z inzulinom stimuliranih inzulinskih receptorjih v mišicah pri 
osebah z inzulinsko rezistenco (43). SSZ se uporablja v klinične namene pri zdravljenju 
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revmatičnih bolezni. Lahko bi izbrali bolnike, ki prejemajo SSZ in imajo hkrati motnjo v 
presnovi, bolj natančno SB2, ter pogledali, kakšni so učinki na njihov organizem. Tako bi na 
najlažji način brez posebnih kliničnih preizkušanj prišli do rezultatov in vivo. Predhodno bi 
lahko pogledali učinek SSZ na celični metabolizem – merjenje privzema glukoze in oksidacije 
prostih maščobnih kislin. Pri tem bi uporabili in spremljali radioaktivno označeno glukozo, kot 
je na primer [3H]-2-deoksiglukoza, in proste maščobne kisline kot je [3H]-palmitat. Določili bi 
lahko tudi prisotnost GLUT4 prenašalcev na površini membrane in njihovo z inzulinom 
povzročeno porazdelitev s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa (TIRF – angl. total internal 
reflection fluorescence microscope) (31, 32).  
Možnost raziskav SSZ na področju metabolizma 
Čeprav SSZ nima indikacije, povezane z zdravljenjem presnovnih bolezni, preučevanje 
njegovih signalnih poti, ki vplivajo na metabolizem, prispeva k razvoju novih zdravil. Z 
razumevanjem molekularnih mehanizmov, ki opredeljujejo biološke procese pri privzemu 
glukoze, tako pomagamo pri preventivi kot pri preprečevanju SB2. V preteklih letih se je število 
raziskav s tem namenom na področju metabolizma povečalo. 
Glede na to, da smo ugotovili, da SSZ zavira fosforilacijo AS160, bi se v prihodnje na to 
delovanje še dodatno osredotočili. Ostaja namreč pomembno vprašanje, zakaj pride do inhibicije 
fosforilacije AS160. Zanimalo bi nas tudi, kateri mehanizmi delovanja pripomorejo k temu in 
na katere signalne molekule oziroma proteine SSZ dodatno vpliva. 
Ena od težav pri odkrivanju regulacije glukoznega transporta, translokacije GLUT4 in s tem 
povezanimi signalnimi potmi je ta, da primanjkuje ustreznih eksperimentalnih modelov. Samo 
maščobne in mišične celice odražajo dovolj endogenih GLUT4 receptorjev. Poleg podganjih L6 
cevčic, bi bil primeren model še 3T3-L1 adipociti, ki so pogosto uporabljen in vitro model za 
preučevanje (pato)fiziologije in farmakologije maščevja (75). Pomemben endokrini organ, ki je 
vključen pri razvoju SB2 je tudi maščevje. Tu je mesto izločanja adipokinov (leptin, TNF-α, 
rezistin). Zanimivo bi bilo pogledati, kako adipociti pod vplivom SSZ vplivajo na inzulinsko 
rezistenco in možnost neučinkovanja na β-celice (16).  
Hkrati se moramo zavedati tudi možnosti neželenih učinkov SSZ. Zdravljenje s SSZ v visokih 
odmerkih je omejeno zaradi slabosti, bruhanja in možnosti okvare sluha, v hujših primerih lahko 
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pride tudi do oglušelosti (9). Večjo pozornost bi morali nameniti bolnikom z okvaro ledvic, ki 
jemljejo SSZ, saj so bolj dovzetni na možnost nastanka hipoglikemije, ker imajo zaradi okvare 






Z našim raziskovalnim delom in preučevanjem inzulinske signalne poti z opazovanjem učinka 
SSZ, inzulina in PDGF pri in vitro modelu podganjih mišičnih cevčicah L6, smo prišli do 
naslednjih zaključkov: 
1. SSZ ni povečal bazalne in z inzulinom ali s PDGF spodbujene fosforilacije Akt. 
Rezultati so nam nakazali ravno nasprotno, saj je SSZ celo zmanjšal z inzulinom 
spodbujeno fosforilacijo Akt. Rezultati torej ne podpirajo naše prve hipoteze. 
 
2. SSZ je močno inhibiral bazalno in z inzulinom ali s PDGF spodbujeno fosforilacijo 
AS160. Zaviralni učinek SSZ na fosforilacijo AS160 smo opazili v vsaki časovni točki 
opazovanja. Drugo hipotezo lahko na podlagi tega zavržemo.  
 
3. SSZ ni vplival na z inzulinom spodbujeno fosforilacijo ERK1/2, je pa zmanjšal 
fosforilacijo kinaze, ki je bila spodbujena s PDGF. Naši rezultati torej delno podpirajo 
tretjo hipotezo. 
 
Naše ugotovitve ne podpirajo hipoteze o SSZ in njegovem izboljšanju delovanja inzulina in 
povečanemu privzemu glukoze v skeletni mišici. Kljub temu da naj bi SSZ deloval kot 
farmakološki aktivator AMPK, predvidevamo, da do translokacije GLUT4 na površino mišičnih 
celic ne bi prišlo, saj je fosforilacija AS160 pri inzulinski signalni poti pri tem ključen dogodek. 
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V času raziskovanja smo sodelovali na dogodku Biomolekularec (Dan biomolekularnih 
znanosti), ki ga je organiziralo Slovensko biokemijsko društvo na Fakulteti za farmacijo (27. 
september 2018). V prilogi je povzetek iz Zbornika povzetkov, kjer je bila predstavljena ideja 
magistrske naloge. Raziskovalno delo in rezultati bodo predstavljeni tudi v obliki znanstvenega 
posterja na 13. mednarodnem srečanju Slovenskega biokemijskega društva na Dobrni (24.–27. 
september 2019). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
 
